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OZET

DiS BEYAZLATICI VE ANTIOKSIDAN AJANLARIN ETKILERININ DENTAL PULP
STEM CELL (DPSC) HUCRE DizZiSINDE iINCELENMESI

Mergen Dalyanoglu, Mukaddes
Doktora Tezi, Fizyoloji AD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Sebahat TURGUT

Haziran 2016, 109 Sayfa

Beyaz bir gllis modern toplumumuzda arzulanan estetik durumdur ve dis
beyazlatici ajanlarla saglanmaktadir. Dis beyazlaticilar peroksit icermekte ve hicresel
hasar olusturabildikleri 6ne surilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda, dis pulpasi kok
hicresi (DPSC) kdlturlerine hidrojen peroksit uygulanmasinin etkilerini ve E vitamininin
ve crithmum maritimumun olusabilecek hasara karsi koruyucu etkilerinin olup
olmadigini arastirmak amaclanmistir. Bu amacla kontrol (K), 2 Hidrojen Peroksit (2HP)
(2 pg/ml), 6 Hidrojen Peroksit (6HP) (6 ug/ml), E vitamini (100 uM)+2 Hidrojen Peroksit
(E2HP), E vitamini (100 uM)+6 Hidrojen Peroksit (E6HP), Crithmum Maritimum (2
pg/ml)+2 Hidrojen Peroksit (CM2HP) ve Crithmum Maritimum (2 pg/ml)+6 Hidrojen
Peroksit (CM6HP) olmak lzere 7 c¢alisma grubu olusturuldu. DPSC kiiltir ortaminda
¢ogaltihp gruplara uygun muameleler yapilip hacreler 0, 24, 48, 72 saat sonra
ortamlardan uzaklastirilarak DNA hasari, TNF q, IL-6, TOS ve TAS seviyeleri dlgulda.
DNA hasari comet analiz yontemi ile TNF a, IL-6, TOS ve TAS seviyeleri uygun ticari
kitler kullanilarak ELISA yoéntemi ile o6lgtilmustir. Comet parametrelerinden kuyruk
uzunlugu, sadece HP uygulanan gruplarda, 48 saat sonra dlgimi yapilan 6HP grubu
hari¢ diger tim zamanlardaki élgtimlerde kontrole gére artis gdézlenmigtir. E vitamini ve
CM uygulanan gruplarin 0, 24, 72 saat sonra olc¢llen kuyruk uzunlugu ortalamalari,
sadece HP uygulanan gruplara gére anlaml olarak azalmigtir. Kuyruk yogunlugu
ortalamalari, 2HP ve 6HP gruplarinda kontrole gére anlamli olarak artmakla beraber; E
vitamini ve CM uygulanan gruplarda 6HP grubuna godre anlamh olarak azalmistir.
Kuyruk momenti ortalamalari 2HP ve 6HP gruplarinda tim zamanlar kontrole gore
anlamh olarak artmistir. 0, 48 ve 72 saat sonra yapilan élgiimlerde E vitamini ve CM
gruplarinin ortalamalari, 6HP grubuna gore anlamli olarak azalmigtir. 24 saat sonra
yapilan 6lcimlerde E vitamini ve CM gruplarinin ortalamalarinin, 2 HP grubuna goére
anlamli olarak azaldigi gézlenmigtir. Gruplarin TNF a, IL-6, TAS ve TOS duzeyleri
karsilastiriidiginda gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir. Sonug¢ olarak
bulgularimiz HP’nin genotoksisiteye yol acgtigini, E vitamini ve CM’'un HP kaynakh DNA
hasarini azalttigini géstermektedir. Ayni zamanda sonuglarimiza gére genotoksisitenin
oksidatif stres kaynakhh  olmadigini  sdyleyebiliriz.  Genotoksisitenin  hangi
mekanizmalarla oldugunun aydinlatiimasi i¢in daha ileri galismalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: Beyazlatma, Dental Pulp Stem Cell, E vitamini, Crithmum
Maritimum, Comet Assay

Bu galigma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2014SBEQO05).
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ABSTRACT

THE RESEARCH OF THE EFFECTS OF DENTAL BLEACHING AND ANTIOXIDANT
AGENTS ON DENTAL PULP STEM CELL (DPSC) LINEAGE

Mergen Dalyanoglu, Mukaddes
PhD Thesis in Physiology
Supervisor: Prof. Dr. Sebahat TURGUT (DVM, PhD)

June 2016, 109 Pages

A white smile is a desired aesthetic feature in our modern society, which is
provided with tooth bleaching agents. Tooth bleaching agents contain peroxide and are
asserted to cause potential cellular damage. Therefore, our study aims to find the
effects of application of hydrogen peroxide on dental pulp stem cell (DPSC) cultures
and whether vitamin E and crithmum maritimum have any protective effects against the
potential damage to occur. To this end, 7 study groups were created, namely the
control (C) group, 2 Hydrogen Peroxide (2HP) (2 ug/ml), 6 Hydrogen Peroxide (6HP)
(6 pg/ml), vitamin E (100 yM)+2 Hydrogen Peroxide (E2HP), vitamin E (100 pM)+6
Hydrogen Peroxide (E6HP), Crithmum Maritimum (2 pg/mi)+2 Hydrogen Peroxide
(CM2HP) and Crithmum Maritimum (2 ug/ml)+6 Hydrogen Peroxide (CM6HP) groups.
Reproduced DPSC in culture media and treated according to the assigned groups, the
cells were removed from their media at 0, 24, 48, 72 hours, and DNA damage and TNF
a, IL-6, TOS and TAS levels were measured. DNA damage was measured using
comet assay method and TNF a, IL-6, TOS and TAS levels were measured with ELISA
method using commercially-available kits. Tail length, one of the comet parameters,
was observed to increase in groups treated with only HP, compared to the control
group, in measurements at all time points, except the 6HP group that was measured at
48 hours. Average tail lengths of groups treated with vitamin E and CM measured at O,
24 and 72 hours reduced significantly compared to the HP-treated groups. While
average tail intensities of 2HP and 6HP groups increased significantly compared to the
control group, a significant decrease was found in groups treated with vitamin E and
CM in comparison to the 6HP group. Average tail moments increased significantly in
2HP and 6HP groups at all time points compared to the control group. Measurements
performed at 0, 48 and 72 hours showed a significant decrease in averages of vitamin
E and CM groups compared to the 6HP group. Measurements performed at 24 hours
showed a significant decrease in averages of vitamin E and CM groups compared to
the 2HP group. A comparison of TNF q, IL-6, TAS and TOS levels of the study groups
did not reveal a significant difference. As a result, our findings demonstrate that HP
leads to genotoxicity, and that vitamin E and CM decreases HP-induced DNA damage.
Furthermore, we can conclude from our results that the genotoxicity was not caused by
oxidative stress. Further studies are needed to explain the mechanisms involved in
genotoxicity.

Key Words: Bleaching, Dental Pulp Stem Cell (DPSC), vitamin E, Crithmum

Maritimum, Comet Assay

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research
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1. GIRIS

Beyaz bir gulus modern toplumumuzda arzulanan bir estetik durum olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu istek dis beyazlatici ajanlarla kargilanmaktadir. Ancak bu
ajanlarin yan etkileri, dis hassasiyeti ve gingivitis olarak klinikte karsimiza ¢ikmakta ve
hastanin yasam konforunu belli bir slire olumsuz olarak etkilemektedir (Costa vd 2010,
Bruzell vd 2013).

Dis beyazlatici ajanlar peroksit igerikli olduklari icin oksidatif stresten
kaynaklanan sitotoksik yan etkileri yapilan arastirmalarda gosterilmigtir. Batin dis
beyazlatici ajanlarin, vaskiler permeabiliteyi arttirdigi bildirilmistir (Gongalves vd 1998).
Rhus verniciflua Stokes bitkisinden elde edilen buteinin, hem oksijenaz-1’in (HO-1)
protein ekspresyonunu ve hem oksijenaz (HO) aktivitesini arttirarak hidrojen peroksite
(HP) bagh dental hiicre dlimune karsi sitoprotektif etkilere sahip oldugu ve reaktif
oksijen turleri (ROT) uretiminin inhibisyonunu sagladigi bildirilmistir. Ayrica nukleer
faktor-E2-iligkili faktor 2 (Nrf2)’nin akimulasyonunu ve antioksidan yanit elementlerinin
(antioxidant response elements, AREs) promoter aktivitesini arttirarak pulpayi

hasarlardan korudugu bildiriimistir (Lee vd 2013).
Fare dental papil hicrelerinde (MDPC-23) dis beyazlaticilarin (Mouse dental

papil cell) hiicre metabolizmasi Uzerine etkisinin incelendigi calismada, dis beyazlatici
uygulandiktan sonra, methyltetrazolium (MTT) analiziyle metabolik aktivite
degerlendirildiginde, %10 karbamid peroksit (CP) uygulamanin etkisinin anlamh
olmadigi, %16 CP’nin metabolizmayi azaltici etkisi oldugu bildirilmistir. Bdylece dis
beyazlatici ajanlarin konsantrasyon artisi ile hlicre metabolizmasinin azaldigi
gOsterilmistir (Soares vd 2011). Benzer sekilde %16 CP’in MDPC-23 hicrelerinin
canlihginda belirgin azalmaya neden oldugu, %16 CP ile birlikte antioksidan olarak
%10 sodyum askorbat (SA) uygulanmasinin, CP’nin sitotoksik etkilerini bir parga
engelledigi  bildirilmistir (Lima vd 2010). Beyazlatimis mineye, restorasyon
islemlerinden ©6nce antioksidan olarak Uzim c¢ekirdegi ekstresi uygulamanin,
beyazlatmanin zararli etkilerini noétralize ettigi ve restorasyonun baglanma glcini
arttirdid bildirilmigtir (Vidhya vd 2011).

Dis beyazlatici olarak kullanilan hidrojen peroksitin (HP) hem 1sikli hem de

IsIksiz uygulamasi yapilmaktadir. Her iki uygulamanin %35 HP kullanilarak yapildigi



calismada skl dis beyazlatmanin sadece kimyasal olarak beyazlatmaya gore
odontoblastlara daha fazla sitotoksik etki olusturdugu bildirilmistir. Bu calisma dis
beyazlatici ajanin konsantrasyonu vyaninda isikla uygulanmasinin sitotoksisite
Uzerindeki 6nemini gostermigtir (Coldebella vd 2009). Ayrica son zamanlarda yapilan
bir caligmada higbir kimyasal ajan uygulamadan sadece 1gik uygulamanin bile vaskuler
permeabiliteyi arttirdigi, apopitozu indukledigi, lipid peroksidasyona neden oldugu
bildirilmistir (Yoshino vd 2012).

Ev tipi beyazlatmada kullanilan plaklarin rezervuar hazirlanarak ve
hazirlanmadan dig beyazlatici uygulanmasi sonucu rezervuarli tarafta beyazlatmadan
hemen sonra enflamasyon artigi bildirilmistir. 30-45 gun sonra rezervuarl tarafta agir
enflamasyon, rezervuarsiz tarafta orta derecede enflamasyon varligi bildirilmigtir.
Enflamasyonun beyazlatma bitiminden 45 gin sonraya kadar devam ettigi bildirilmistir.
Bdylece dis beyazlatici ajanin miktarinin da enflamasyonla dogru orantili oldugu
gOsterilmistir (Kirsten vd 2009). Ev tipi ve kimyasal olarak aktive olan ofis tipi
beyazlatma sistemlerinde gingival enflamasyonun ve IL-1beta seviyelerinin 1sikla aktive

olan ofis tipi beyazlatma sistemlerine gore daha az oldugu bildirilmistir (Firat vd 2011).

Dis beyazlatici ajanlarin dis pulpasi kdk hicrelerinde DNA hasarina yol agip
acmadigi eger bdyle bir hasar varsa antioksidanlarin bunu onarmada etkisinin olup
olmadigi bilinmemektedir. Oysa bu sorularin cevaplarinin bilinmesi dis hekimleri igin
6nem tasimakta olup yeni dis beyazlatma protokollerinin gelistiriimesine katkida
bulunabilecektir. Bu nedenle calismamiz literatirdeki bu boslugu dolduracaktir.
Antioksidanlarin olugabilecek DNA hasarini azaltmada katkisi olup olmadigini
aciklamis olacaktir. Olasi olumlu etkiler sayesinde iyilesme siresi kisalacak,

beyazlatma sonrasi yagsam kalitesinin artmasina katki saglayacaktir.

1.1. Amag

Calismamizda dis beyazlatici ajan olarak hidrojen peroksit uygulanmasinin dis
pulpasi kok hicrelerinde (DPSC) DNA hasari olusturup olusturmadigini ve ayrica DNA
hasari olusturuyorsa antioksidan olarak E vitamini ve Crithmum maritimum L. bitkisinin
ucucu yagiin bu hasari dizeltmede etkili olup olmadigini Komet analiz yontemiyle
incelenmesi, dis beyazlatma sirasinda uygulanan hidrojen peroksit nedeniyle DPSC’de
enflamatuar yanitin olusup olusmadigini ve enflamatuar yanit varsa antioksidanlarin
etkilerini TNFa ve IL-6 seviyelerinin élcimu ile gézlemlemek, ayrica hidrojen peroksit
ve antioksidanlardan E vitamini ve C. maritimum bitkisinin ugucu yaginin total oksidan

seviye ve total antioksidan seviyeye etkisini gézlemlemek amaclanmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Dis Beyazlatma

Dis beyazlatma ginimizde estetik ve kozmetik dis hekimliginin en populer
konusu haline gelmistir. Beyazlatma tedavilerinin baglica materyali hidrojen peroksittir.
Hidrojen peroksit distk molekil agirligina sahip oldugundan dokulara kolaylikla diffize
olur, pek ¢ok c¢oziclde Ozellikle de suda serbest radikallerine ayrisir. Renklenmis
dislerin tedavilerinde temel islem renklenmis bdlgelerin oksidasyonudur. Renk a¢cma
yeteneginin esasi bu ajanin, molekiillerin absorbsiyon enerijilerini degistirmesidir (Kwon
ve Wertz 2015).

Dis beyazlatmak igin uygulanan jel teknikleri, ginimuzde en populer ve yaygin
kullanima sahip dis beyazlatma tekniklerdir. Disuk ve ylksek konsantrasyonda
beyazlatici jellerin kullanildigi bu tekniklerde kullanilan drinler aktif madde olarak
genellikle karbamid peroksit (KP) ya da hidrojen peroksit (HP) icermektedirler. Jel
teknikleri kullanilan UrdGnlerin konsantrasyonuna baglh olarak ya hastanin kendisi
tarafindan genellikle evde ya da dis hekimi tarafindan klinikte uygulanirlar. Bu nedenle

jel teknikleri ofis ve ev tipi dis beyazlatma olarak 2’ye ayrilirlar (Matos vd 2014).

Ofis beyazlatma, yuksek konsantrasyonda karbamid peroksit (% 35-38) ya da
hidrojen peroksit (% 30-38) iceren jellerin goreceli olarak kisa surelerde (30-45 dakika),
dis hekimi kontrolinde dis minesine uygulanmasi esasina dayanir. Diste hizh

beyazlatma etkisi vardir (Soares vd 2014).

Ev tipi dis beyazlatma, disik konsantrasyonda beyazlatici iceren jelin hasta
tarafindan uygulandigi tekniktir. Jel tekniklerinin yaygin olarak kullaniimaya baglandigi
1990’ yillarda night-guard (gece koruyuculu beyazlatma) yodntemi olarak da
isimlendirilmistir (Haywood 1991). Culnkl bu teknikte kullanilan beyazlatici Grlnlerin,
bireysel olarak hazirlanan, agiza uyumlu bir gece plaginda en az 8 saat dis ylizeyinde
kalmasi gerekliligi nedeni ile hastanin sosyal davraniglarini etkilemeyecek en uygun
zaman olarak gece periyodu dugsunulmustur. Ancak gunumuzdeki daha yeni jellerde

uygulama suresi dustugu icin kullanimi kolaylasmigtir. Azami 2 hafta boyunca



uygulanabilir. Bu teknikte uygulanan beyazlatici Grtnler %10-20 karbamid peroksit
jelleri ya da daha disik konsantrasyonda hidrojen peroksit jelleridir. %10 karbamit
peroksit ile evde yapilan dis beyazlatmanin pulpa dentin kompleksi i¢in glivenli oldugu
ve daha az yan etkisi ile beraber uygun bir estetik sagladigi bildirilmigtir (Meireles vd
2008). Ancak Boushell ve arkadaslar tarafindan (2012) dis hekimi kontrolinde
olmamasi, beyazlatma suresinin uzamasi, jelin yumusak doku ve acik dentine

uygulanma riski gibi dezavantajlari oldugu bildirilmistir (Soares vd 2014).

2.1.1. Dig Beyazlatmanin Tarihgesi

Dis beyazlatmanin ge¢gmisi 1800’lere dayanmaktadir (Dahl JE 2003). Oksalik
asit, pulpa nekrozu ve kanamasi ile iligkili demir renklenmeleri igin, klor, amalgam
restorasyonlardan kaynaklanan bakir ve gimis renklenmeleri igin, son derece zehirli
olmasina ragmen potasyum siyanur, metal restorasyonlardan kaynaklanan inatgi
renklenmeler igin kullanildi. ilk kez 1884’te Harlan hidrojen dioksit ismiyle hidrojen
peroksiti kullandi (Kwon ve Wertz 2015). Son zamanlarda ¢ok c¢esitli beyazlatma
drdnleri olmasina ragmen hepsinin etken maddesi hidrojen peroksittir. Hidrojen peroksit
tek basina veya sodyum perborat ya da karbamid ile kimyasal reaksiyon ile

birlestirilmis olarak uygulanabilir (Dahl JE 2003).

2.1.2. Dis Beyazlaticilarin igerigi

Dis beyazlaticilarin 6zellikleri Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1 Dig beyazlatici ajanlarin 6zellikleri

Dis Beyazlatici Kimyasal Molekul Agirhgi Oranlan Etkilesim Serbest Radikal

Formiil
Hidrojen Peroksit  H,0, 34.01 g/mol 5-40 Oksidasyon °*OH, *OOH’,0*,
Karbamid Peroksit CHgN,O4 94.07 g/mol 10-35 Oksidasyon °*OH,*OOH ,0",
Sodyum Perborat NaBO; 99.82 g/mol - Oksidasyon °*OH,*OOH ,0",
Klor Dioksit ClO, 67.45 g/mol 0.07 Oksidasyon CIlO,

(Kwon ve Wertz 2015 alinmistir)

2.1.2.1. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Dusik molekil agirhgr sayesinde dentine penetre olabilir. Salinan oksijen,
dentin tubdllerinin igindeki organik ve inorganik bilesiklerdeki cift baglari kirar. Dig
hekimliginde %5 ile %35 arasindaki konsantrasyonlarda kullanilir (Plotino vd 2008).
Hidrojen peroksitten kimyasal bag kiriklariyla bir dizi reaktif oksijen turleri ortaya
¢ikabilir. Bunlar hidroksil radikali, hidroperoksil radikali, hidroperoksil radikali anyonu,

superoksit radikali anyonu olabilir (Feinman 1991).



H,0, — 2 HO®
HO+ + H,O0; — H,O + HO»*
H,O, < H+ + HOO-

HOz* <> H+ + Oye-

2.1.2.2. Karbamid Peroksit (CHgN,O3)

Brotherton (1994) tarafindan beyaz, kristal, kati bir madde oldugu ve su ile
temasinda oksijen aciga ¢iktigi  bildirilmistir.  Beyazlatma igin  kullanilan
konsantrasyonlar %10 ile %35 arasinda degismektedir. %10 karbamid peroksit, %3.35
hidrojen peroksit ve %6.65 Ureye ayrigir. Ure de amonyak ve suya pargalanir
(Fasanaro 1992). Amonyak pHnin yiikselmesini saglar (Ribeiro vd 2006). Urenin
proteolitik 6zelligi beyazlatmanin etkinligini etkiler (Arends vd 1984). Hidrojen peroksit
de su ve oksijen ve reaktif oksijen tlrlerine ayrisir (Li Y 1996). Matis’e gére (2000)
karbamid peroksit Urlnleri, karbapol ve gliserin igerir. Karbopol, HP salinimini
yavaslatir boylece daha uzun sure boyunca etkili bir beyazlatma saglanir (Kwon ve
Wertz 2015).

2.1.2.3. Sodyum Perborat (NaBO5)

Kokusuz, beyaz suda ¢ozlinen toz halinde bir maddedir (Brotherton vd 1994).
1907’den beri deterjanlar iginde, beyazlatici madde olarak kullanilan bir oksitleyicidir
(Attin vd 2003). Kuru yerde stabil olmasina ragmen asit, sicak hava ya da su
varliginda, sodyum metaborat, hidrojen peroksit ve oksijene pargalanir (Plotino vd
2008). Sodyum perboratin, monohidrat, trihidrat ve tetrahidrat olarak farkl oksijen
icerigine sahip olan formlari vardir ve her bir formunun farkli beyazlatma etkisi vardir.
(Weiger vd 1994). Sodyum perborat ve distile su (2 g/1 ml) karisiminin, % 16.3 hidrojen
peroksite denk etkisi vardir (Wiegand vd 2008).

2.1.2.4. Klor Dioksit (ClIOy)
Klor dioksit (CIO;), su aritma ve agartmada kullanilan gugli bir oksitleyici

maddedir. Yapilan in vitro bir ¢alismada 9%0.07 klor dioksitin disleri %35 hidrojen
peroksitten daha hizli ve etkili sekilde beyazlattigi gosterilmistir (Ablal vd 2013).



2.1.3. Dis Beyazlaticilarin Etki Mekanizmasi

Dis beyazlatma mekanizmasi, hidrojen peroksidin dis yapisi igindeki organik
kromoforlar ile etkilesimine dayanan "kromofor teorisi" ile agiklanmaktadir. Organik
kromoforlar, konjuge edilmis pi sistemlerden olusan renkli molekuillerdir. Organik
kromoforlara elektron agisindan zengin bolgeleri olan aromatik bilesikler veya
biyoinorganik metal kompleksler olan selatlar érnek olarak verilebilir (McNaught ve
Wikinson 1997).

Dis beyazlatma mekanizmasi, lic basamakta incelenebilir. ilk olarak beyazlatma
ajaninin dis yapilarina difizyonu, ikincisi beyazlatma ajaninin renklendirici molekdller
ile etkilesimi, son olarak dis ylizey yapisinin degisikligidir. idealde dis beyazlatirken
optimal beyazlik ile beraber dis yapilarina minimal hasar verilmelidir (Kwon ve Wertz
2015).

2.1.3.1. Difuzyon

Dis beyazlatma, hidrojen peroksitin mine ve dentin igine nifuz ederek organik
kromoforlar ile etkilesimine dayanir. Dis sert dokulari, sivilara kargl gegirgendir. Sivi
gecisi 6nce minede interprizmatik araliklardan, sonra dentinde dentin tubdllerinden
olacak sekildedir (Kwon vd 2012). Bdylece mine ve dentin, yari gecgirgen zar gibi
davranir. FicK'in difizyon ikinci yasasina goére, bir molekulin difuzyonu yuzey alani,
difizyon katsayisi ve konsantrasyonu ile dogru orantili olup uzaklikla ters orantilidir.
(Kalia ve Guy 2001). ik kez 1987 yilindaki galismada gekilmis diglere %30 hidrojen
peroksit uygulandiginda pulpa odasina hidrojen peroksitin penetrasyonu tesbit edildi.
(Bowles ve Ugwuneri 1987). Hidrojen peroksit diflizyonunun, sadece fiziksel olarak
degil; HP’nin her bir dis yapisina gore degisen kimyasal affinitesi tarafindan belirlenen

konsantrasyon gradiyenti tarafindan da etkilendigi bildiriimektedir (Ubaldini vd 2013).

2.1.3.2. Etkilesim

Hidrojen peroksitten kimyasal bag kiriklariyla bir dizi reaktif oksijen tirleri ortaya
¢ikabilir. Bunlar hidroksil radikali, hidroperoksil radikali, hidroperoksil radikali anyonu,
superoksit radikali anyonu ve slperoksit radikali katyonu olabilir. Sulu bir ortam iginde
peroksil radikali ile superoksit radikali dengededir (Feinman 1991). Goldstein ve
Garber’e gore (1995) hidrojen peroksitten reaktif oksijen tirlerinin (ROT) olusmasi
sicaklik, peroksit konsantrasyonu, pH, ve metalik katyonlarin varligina baghdir, ROT

hidrojen atomlarini kopararak renklendirici ajanlarin bozulmasini saglar. Albers H.



tarafindan (1991) reaktif oksijen turlerinin, renklendirici molekdller ile karsilastiginda,
ikinci zincirleri basit yapilara donUstirerek veya optik 6zelliklerini dedistirerek
renklenmenin azaldigi izlenimini verdigi bildiriimistir (Kwon ve Wertz 2015).

Ancak Fourier transform infrared (FTIR) ve raman spektroskopi kromoforlari ve
onlarin pargalanma Urunlerini dig yapisi iginde saptayamadigi ve hangi bolgeye 6zgu
bir mekanizma ile beyazlaticilarin onlara nasil baglandiklari henliiz agiklanamadigi icin
kromofor teorisi tam olarak desteklenememektedir (Eimar vd 2012).

Mine vlcuttaki en sert mineralize dokudur. Agirlik¢a %96’sini mineral, %3’Gnu
su ve %1’ini organik matriks olusturur. Mineral dengesini korumak icin, mine ile oral
biyofilm arasinda kalsiyum fosfat apatit kristalleri surekli, dinamik halinde degisime
ugrar. Son zamanlardaki bulgular minenin organik matriksinin bir parcasi haline gelmis
eksojen kaynakl bazi organik maddeler oldugunu gdstermektedir (Hegedus vd 1999).

Nanci A. (2008) tarafindan dentinin agirlikga %70’ini mineral, %20’sini organik
matriks ve %10’'nunu suyun olusturdugu ve dentinin mineral bileseninin kuguk
tabakalar seklinde hidroksiapatit kristallerinden, organik bileseninin ise %90 kollajen
matriksten kalan kisminin ise kollajen olmayan matriks ve lipidlerden olustugu
bildirilmistir (Kwon ve Wertz 2015).

Hidrojen peroksit mineye igini mine proteinlerinin doldurdudu interprizmatik
bosluklardan nufuz eder (Hegedus vd 1999). Mine ve dentinin hem organik hem de
inorganik matriksinin hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri tarafindan etkilendigi
bildiriimektedir (Wang ve Yao 2010). Bu bulgular beyazlatma etkisinin renklendirici ajan
ile beyazlaticinin etkilesimden ziyade organik maddedeki polipeptid zincirin modifiye
olmasi sonucu olabilir diye spekilasyona yol agcmaktadir. Buna uygun olarak da ileri
oksidasyon sureglerinde, hidroksil radikalleri ile organik maddenin etkilesimi sonucu ara
maddeler ve karbon dioksit ve su gibi zararsiz turler ortaya ¢ikar (Khataee vd 2009).
Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) ve FTIR kullanilarak yapilan calismalarda dentin ve
minedeki morfolojik degisikliklerin mine matriks proteinin ya da dentin organik bir
matriksinin parsiyal lizisi sonucu oldugu bildirilmistir. Dis beyazlatma sonrasi katepsin B
ve matriks metalloproteinazda proteolitik aktivitede onemli artiglar olmasi disteki
dinamik degisimleri géstermektedir (Sato vd 2013). Birgok g¢alismanin peroksit bazli
maddelerin, klinik agidan mine ve dentinin kimyasini etkilemedigini veya florir ve
kalsiyum ilavesi ile engellenebilir oldugunu goéstermesine ragmen (Rodrigues vd 2007)
bazi calismalar da kalsiyum/fosfat oraninda gérilen énemli degisikliklerin inorganik
bilesenlerin etkilendigini gosterir diye bildirmektedir (Efeoglu vd 2005). FTIR analizi
kullanarak yapilan cesitli ¢calismalarda hidrojen peroksitin mine ve dentinden hem

karbonat hem de proteinlerin kaybina neden oldugu bildirilmigtir (Sato vd 2013).



Mikrobilgisayarli tomografi ile %35 karbamid peroksitin minede 250 um derinlige kadar
demineralizasyona neden oldugu dentini etkilemedigi gosterilmistir (Efeoglu vd 2005).

Yapilan c¢alismalar hidrojen peroksitin, mine ve dentinin tim bilesenleri ile
etkilesim potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Bu etkilegimin klinik 6nemi ve
dis beyazlatma ile iligkisinin nasil oldugunu deg@erlendirilecek daha ileri caligmalara
gereksinim vardir (Kwon ve Wertz 2015).

2.1.3.3. Yuzey Degisimi

Peroksit bazli malzemeler ile dis beyazlatma, beyazlaticinin dis yapisi igine
hareketi ile baslayan, burada renklendirici molekdiller ile etkilesimine dayanan ve dis
yuzeyindeki mikromorfolojik degisikliklerin sonucu disin optik o6zelliklerinin degistigi
dinamik bir surectir. Etkilesimin sadece organik renklendirici molekuller ile degil ayni

zamanda mine ve dentin yapilari ile de oldugu bildirilmistir (Kwon ve Wertz 2015).

2.1.4. Dis Beyazlaticilarin Dis Uzerine Etkileri

2.1.4.1. Mine ve Dentin Yiizeyine Etkileri

Yapilan galismalarda %35 HP (Sulieman vd 2004), %35 CP (Worschech vd
2003), %6.5 HP (Duschner vd 2006), %6.0 HP (Nucci vd 2004), %25 CP (Slezak vd
2002), %15 CP (Cobankara vd 2004), %10 CP’in (Moraes vd 2006) uygulanmasi ile
mine ve dentin ylizey morfolojisinde anlamli degisiklik olmadigi bildirilmistir. %10 CP,
250 saat uygulandijinda ylzey morfolojisinde kontrol grubu ile anlamh farkhlik
olmadigi bildirilmistir (Haywood vd 1991). %10 CP, 14 gin uygulandiginda mine
porozitesinde hafif artis oldugu ancak beyazlatmadan 3 ay sonra normale dondugu
bildirilmistir (Turkin vd 2002). in vitro olarak sigir dislerine %35 HP’in 40 dakika
uygulanmasi ile mine yuzeyinde erozyon olmadigi ve beyazlaticiya kalsiyum ilavesi ile
minenin erozyona direncinin artabilecegi bildiriimistir (Borges vd 2012). insan dislerinde
%10 CP ve %16 CP glinde 8 saat 6 hafta boyunca uygulandiginda minenin kimyasal
kompozisyonunda anlamh degisiklik olmadigi bildirilmistir (Oltu vd 2000).

Bazi in vitro ¢calismalarda HP ve CP uygulanmasi sonucu mine yuzeyinde bazi
alanlarda oyuklar tesbit edilmistir (Yeh vd 2005). Spalding ve arkadaslari, 20 dakika
%35 HP ve ardindan 1 hafta ginde 12 saat olmak tzere %10 CP uygulamasi sonucu
mine ylizeyinde mindr degisiklikler oldugunu bildirmiglerdir (Spalding vd 2003). Zalkind
ve arkadaslari, ylksek asidik olan %30 HP’in 7 glin uygulanmasi sonucu minede

morfolojik degisiklikler oldugunu bildirmislerdir (Zalkind vd 1996). Erdemgil'in yaptigi



calismada, %10-16-35 konsantrasyonlarinda CP igeren beyazlatma ajanlarinin
uygulanmasiyla diglerden c¢dzeltiye gegen kalsiyum miktari atomik absorbsiyon
spektrofotometresi ile dlguldigunde zaman ve konsantrasyona paralel olarak kalsiyum
kayiplarinin arttigi saptanmistir (Erdemgil vd 1996).

Yapilan c¢alismalarda dis beyazlatmada mine yilzeyinde deproteinizasyon,
demineralizasyon ve oksidasyon araciligiyla olugan mikro morfolojik degisimler sonucu
mine saydamligindaki degisiklikler bildirilmistir (Eimar vd 2012). Baska calismalarda
beyazlatmanin dis ylzeyi topografisini degistirmedigi bildirilirken (Turkin vd 2002)
diger bircok calismada da degistirdigi bildirilmistir (Hosoya vd 2003). Raman spektral
analiz yapildiginda dis beyazlatma sirasinda dis ylzeyinde mineral kaybi ve
degisikliklerden ziyade mine organik matrikste bir azalma gézlenmistir (Eimar vd 2012).

Beyazlatmayi takiben dentin morfolojisi SEM (scaning electron microscope) ile
incelendiginde anlamli degisiklikler gdézlenmemistir (Duschner vd 2006). Zalkind ve
arkadaslari, 7 gun boyunca %10 CP veya %30 HP uygulanmasi sonucu dentinde

morfolojik degdisiklikler oldugunu bildirmiglerdir (Zalkind vd 1996).

2.1.4.2. Mine ve Dentin Mikrosertligi Uzerine Etkileri

Mikrosertlik mine ve dentin yuzeyinin mekanik Ozelliklerini ifade eder. Dig
yapisindan mineral kaybini ya da mineral kazanimini belirtir. %35 HP (Sulieman vd
2004), %12 HP (Pugh vd 2005), %6-9,5 HP (Teixeira vd 2004), %10 CP (Leonard vd
2005), %12 CP (Akal vd 2001), %15 CP (Unli vd 2004), %20 CP (White vd 2002),
%25 CP (Slezak vd 2002), %37 CP (Cesar vd 2005) uygulanan galismalarda mine
mikrosertliginde anlamli deg@isimler gdozlenmemisgtir.

Smidt ve arkadaslari, pH 4,3 ve 5,5 olan iki ayri pH daki %10 CP’in ginde 6
saat 16 gun boyunca uygulanmasiyla mine mikrosertliginde hafif azalma oldugunu
bildirmislerdir (Smidt vd 1998). %30 HP, 24 saat uygulandiginda mine mikrosertliginde
azalma bildirilmigtir (Hairul Nizam vd 2005). %35 HP veya %35 CP uygulanan
calismalarda mine mikrosertliginde azalma bildirilmigtir (Attin vd 2004).

insan diglerine %35 HP ve %35 CP uygulanan bir galismada, mine
mikrosertliginde azalma oldugu ve bu azalmanin %0,05 flor solisyonu uygulamasi ile
normale donduagu bildirilmistir (Lewinstein vd 2004). %10 CP uygulanan calismada
azalan mine mikrosertliginin remineralizasyon ajani kullanilarak 7 gunde normale
doéndugu bildirilmistir (Basting vd 2005).

Dise %35 HP (Sulieman vd 2004), %35 CP (Attin vd 2004), %10 CP ve %15 CP
(Unli vd 2004), %6 HP ve %6,5 HP (Duschner vd 2006) uygulanan calismalarda

dentin mikrosertliginde anlamh degisiklik olmadid bildirilmistir.
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Dise pH’si 2 olan %30 HP uygulamasi sonucu dentin mikrosertliginde azalma
oldugunu bildiren caligmalar da mevcuttur (Chng vd 2005). Bazi galigmalar azalan
dentin mikrosertliginin remineralizasyon periyodundan sonra normale déndigunu
bildirmiglerdir (De Freitas vd 2004).

2.1.4.3. Mine ve Dentin Ultrastruktiiriine Etkileri

Dis beyazlaticilarin, mine ve dentinin ve mine dentin birlesiminin alt tarafindaki
ultrastruktirdeki etkilerini incelemek icin konfokal lazer tarama mikroskobu
kullaniimaktadir. Beyazlatiimis dis oOrnekleri incelendiginde mine ve dentinin
ultrastruktirinde degisiklik gézlenmemistir (White vd 2000). Tam tersine; %10 CP
uygulanan insan dis 6rnekleri bilgisayarli mikrotomografi yontemi ile incelendiginde 50
pm’yi bulan, anlamli demineralizasyon bulunmustur (Efeoglu vd 2005).

Calismalarin ¢ogunlugu gostermektedir ki; genel olarak, HP ve CP iceren
urdnlerin mine ve dentin ultrastruktlrl UGzerine anlamli zararl etkileri yoktur. Ama in
vitro sartlarda mine dentin ultrastriktiriine olumsuz etkileri gosterildiginde in vivo

sartlari taklit edemedigi dusunualmastar (Joiner vd 2007).

2.1.4.4. Pulpa Uzerine etkileri

Literatiire gore dis beyazlatma sirasinda HP pulpaya diflize olmaktadir (Hanks
vd 1993, Coldebella vd 2009, Soares vd 2014). HP'nin pulpa odasina diflize olan
miktari konsantrasyon ve uygulama zamanina baglh olarak degdismektedir (Benetti vd
2004). Evde beyazlatma jelleri, uygulandiktan 5-15 dakika sonra pulpada gézlenmistir
(Anderson vd 1999). Bu durumda pulpadaki sinirler etkilenip hastada dis hasssasiyeti
yasanabilmektedir. Pulpada enflamatuar medyatdrlerden bradikinin (Lepinski vd 2000)
ve P maddesinin (Caviedes-Bucheli vd 2008) ekspresyonunun agriya yol acgtigi
bildirilmistir.

Beyazlatma seans sayilari ve beyazlatici konsantrasyonlari arttirildiginda
Ozellikle mine dentin kalinhdinin az oldugu alt keser dislerde daha fazla hassasiyet
problemi yaganmaktadir (Costa vd 2010, Roderjan vd 2014). insanda (1x45 dakika) ve
(3%x15 dakika) HP uygulanmasi ile pulpada bazi bélgelerde nekroz ve mononlkleer
hucrelerin neden oldugu hafif enflamatuar cevap ve damarlarda tikaniklik gézlenmistir
(Costa vd 2010). Cintra ve arkadaslari, sican keser dislerine HP’in 45 dakika boyunca
15 dakikada bir yenilenerek uygulanmasinin; 45 dakika boyunca yenilenmeden
uygulanmasindan pulpa igcin daha zararh oldugunu bildirmiglerdir (Cintra vd 2013).

Ayrica beyazlatmaya bagh olarak sican keser diglerin pulpasinda vaskuler
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permeabilitede artis gdzlenmistir (Ferreira vd 2013). insanlarda 45 dakika %38 HP
uygulandiginda alt keser diglerde koronal pulpada parsiyal nekroz ve kok pulpasinda
orta dereceli enflamatuar cevap gdzlenirken (Costa vd 2010). Ayni ¢alisma kdpeklerde
yapildidinda siddetli enflamasyon sonucu artmis tamir dentini, odontoblast tabakasinda
incelme, enflamatuar infiltrasyon ve internal kdk rezorpsiyonu gdézlenmis olup;
bulgulardan enflamasyon ve kanlanmanin 60 giin sonra normale déndugu gézlenmistir
(Seale vd 1981). Sicanlarda %35 HP 45 dakika uygulanmasi ile pulpa boynuzlarinin
kenarinda nekroz gdzlenmistir (Cintra vd 2013). insan premolarlarinin pulpalarinda
%38 HP patolojik degisiklige neden olmamistir (Kina vd 2010).

Yuzde iki kalsiyum glukonat igeren beyazlaticilarin, icermeyenlere oranla
pulpada daha az ve ylzeysel nekroz alanlarina neden oldudunu igermeyenlerinse
genis ve tum pulpa boynuzlarini kapsayan nekroza neden oldugunu bildirmislerdir
(Roderjan vd 2015). Kalsiyum iceren beyazlaticilar, beyazlatma boyunca (45 dakika)
pHnin 8-9 civarinda kalmasini saglar (Freire vd 2009). Kalsiyum icermeyen
beyazlaticilarin aktive edildiginde 45 dakikalik beyazlatma boyunca pH’nin 6-7 den 5’e
kadar distigu bildirilmistir (Marson vd 2008).

2.1.5. Dis Beyazlaticilarin Yumusak Dokular Uzerine Etkileri

Dis beyazlatma sirasinda hastalar tarafindan bildirilen en genel yumusak doku
problemleri, gingiva veya mukozanin mindr Ulserasyonlari ve irritasyonlaridir.
Sikayetler hastalar tarafindan hafif ve gegici olarak tarif edilmistir (Ghalili vd 2014).
Gingival irritasyonun baslica nedeni ise, mevcut plagin uyumsuziugu, plagin giris
yolunun uygun olmayisi ve peroksidin kimyasal yapisidir. Haywood gunde iki saat
kullanilarak 6 hafta suresince uygulanan beyazlatma tedavisi sonrasinda bile gingival

soruna rastlanmadigini ileri surmustir (Haywood vd 1991).

2.1.6. Dig Beyazlaticilar ve Dis Hassasiyeti

Dis beyazlatma nedeniyle gelisen dis hassasiyetinde nosiseptorlerin aktivasyon
mekanizmasi bilinmemektedir. Normalde dentin hassasiyeti, saglikli digslerdeki ekspoze
dentine soguk uyaranlarin temasi sonucu olusur. Uyaranlar etkisi ile dentin tibdlleri
icindeki sivi yer degistirerek derin dentin ve pulpadaki mekanosensitif sinirlerin uglarini
uyarir. Dis beyazlatma nedeniyle gelisen dis hassasiyetinde ve dentin hassasiyetinde
agri mekanizmalarinin farkli oldugu varsayillmaktadir. Son zamanlarda kemosensitif
iyon kanal olan TRPATin fonksiyonel Ozellikleri tanimlanmistir. Bu kanal, hidrojen

peroksit dahil olmak Uzere cesitli oksitleyici bilesikler tarafindan aktive edilir. Ayrica
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pulpal duyu ileticileri (aferentleri) de TRPA1'i eksprese ederler. Dis beyazlatma
sonucunda gorulen dis hassasiyetinin mekanizmasinin, TRPA1 yoluyla intradental
sinirlerin direkt aktivasyonu sonucu oldugu varsayilmaktadir (Markowitz K. 2010).

Dis hassasiyeti, pulpa hucrelerinin dis beyazlatici ile maruziyetine bagh olarak
siddeti degisebilen geri donlisumli enflamatuar bir durumdur (Goldberg vd 2010). Bazi
sitotoksisite galismalari gostermigtir ki hucresel yanit hucre tipine gbére degismektedir
(Zhu vd 2012). Klinik calismalardaki HP toksisite sonugclari in vitro calismalardaki
toksisiteden daha az gézlenebilir. Clnku vital diglerde dis eti olugu sivisinin, dentin
tibullerinde kollajenlerin  ve odontoblastlarin  sitoplazmik uzantilarinin  varligi
beyazlatma ajanlarinin, dental materyallerin ve bakterilerin etkilerini minimalize etmeye
calisir (Goldberg vd 2010). Ekstra selliler matriks, antioksidanlar ve lenfatik sistem
varliginda pulpa hcreleri dis etkenlere karsi kendilerini koruyabilirler (Bowles vd 1992,
Esposito vd 2003, Sauro vd 2007).

2.1.7. Dig Beyazlaticilarin Toksisitesi

Pulpada HP ve onun bozulma urlnleri olan hidroksil iyonlarinin serbest radikal
olarak oksidatif strese neden oldugu bildirilmigtir (Kawamoto vd 2004). Reaktif oksijen
turlerindeki artis sonucu gelisen lipit peroksidasyon ve protein bozulmasi sonucu
hucrelerde membran hasari, mutagenez, karsinogenez, goézlenmis (Martindale vd
2002) ve hucre proliferasyonun azaldigi; nekroz ve apoptoz gelistigi bildirilmigtir (Allen
vd 2000). Odontoblast benzeri hicreler olan MDPC-23’e uygulanan %10 HP’in hlicre
canhliginin azalmasina (Soares vd 2015), %16 CP’in hicre metabolizmasinin
azalmasina neden oldugu bildirilmigtir (Soares vd 2011). Ayrica %35 HP’in hem
halojen 1sik ile birlikte hem de halojen isiksiz olmak Uzere uygulanmasi sonucu Isik
uygulandigi zaman hucre metabolizmasinda ve total protein miktarinda
uygulanmayana oranla daha fazla azalma ve morfolojik degisiklikler gdzlenmistir
(Trindade vd 2009).

%20 ve %35 HP’in sican molar dislere 15 dakikaya kadar olan
uygulamalarindan 2 gun sonra pulpanin oklizal UGglisinde enflamatuar hucreler
gOzlenmistir. 30-45 dakikalik uygulamalardan 2 gun sonra enflamatuar hucrelerin
azalmasiyla beraber nekrotik alanlar gozlenmeye baglamigtir. 30 gun sonra
enflamasyon gdzlenmemekle beraber pulpa odasinda daralma ve tersiyer dentinde
artis gézlenmigtir (Cintra vd 2016).

Ortodontik amacla c¢ekilecek disler, %38 HP ile hem isikli hem de isiksiz
beyazlatildiktan sonra, cekilerek incelendiginde normal histolojik bulgular gosterdigi
bildirilmistir (Kina vd 2010).
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2.1.8. Disg Beyazlatmayi Etkileyen Faktorler

Hidrojen peroksit, uzun sire boyunca hi¢ yenilenmeden uygulansa bile sirekli
asin difizyonu gozlenmistir (Kwon vd 2013). Ayrica dis beyazlaticilarin kimyasal
aktivator icermesi, hidrojen peroksitin dis yapilarina penetrasyonunda azalmaya neden
olmasina ragmen beyazlatma etkinliginde belirgin artis gézlenmistir (Torres vd 2010).
Baska bir calismada hidrojen peroksit penetrasyonu ile beyazlatmanin etkinligi
arasinda iliski gézlenmemistir (Kwon vd 2013) Difizyon yasasina uygun olarak;
hidrojen peroksit penetrasyonu, yiksek konsantrasyonda hidrojen peroksit
uygulanarak, uzun sureli hidrojen peroksit uygulanarak (Kwon vd 2015, Hanks vd
1993), yuksek sicaklikta hidrojen peroksit uygulanarak (Rotstein vd 1991), geng
dislerdeki blylk boyutlu acikliklarin bulundugu dentin tibdlleri yoluyla (Camps vd
2007), konumu nedeniyle dis yapisindaki degisikliklere bagh olarak, asit-asindirma
veya restorasyon yapilip yapilmamasina bagli olarak (Palo vd 2012) ve isik ile
aktivasyon sonucu (Camargo vd 2009) arttirilabilir bulunmustur. Bu ¢alismalar, agiz
icini ve vital dislerin sahip oldugu pozitif pulpa basincini taklit edemedigi icin klinik

sonucu belirsizdir (Hanks vd 1993).

2.1.9. Dis Beyazlatmanin Yan Etkileri

En yaygin yan etkilerinin orta siddetten yulksek siddette kadar dedisen dis
hassasiyeti (Reis vd 2011, He vd 2012) ve gingivitis oldugu bildirilmistir (Arménio vd
2008). Bu duruma daha ¢ok pulpa odalari ve dentin kanallari daha genis olan geng
dislerinde ve ince mine ve dentine sahip olan keser dislerde oldugu bildirilmistir
(Bonafé vd 2013). Bunun sonucunda daha fazla oranda beyazlatici Grinun pulpaya
ulagsmasi s6z konusudur. Ayrica kompozit, cam-iyonomer, kompomer restorasyona
sahip dislerde, eksik restorasyonu, servikal abrazyonu, atrisyonu, dis eti ¢cekilmesi ve
hassasiyeti olanlarda, daha fazla oranda beyazlatici Grinin pulpa odasina penetre
oldugu yan etkilere ve sitotoksisiteye neden oldugu bildiriimistir (Hanks vd 1993, Kwon
ve Wertz 2015). Tedaviye birka¢ gun ara verildiginde bu yan etkilerin gectigi
bildirilmistir (Haywood ve Heyman 1991).

2.2. Kok Hiicre

Kok hiicreler, viicudun ana hicreleridir. iki tip kdk htcre vardir:
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1. Embriyonik kdk hiicre: Bu hiicreler embriyodan elde edilir ve doért bes fertilize
yumurtadan veya blastositten yaklasik 50-150 hucre elde edilebilir. Bu hicreler
iki yUz yirmi tip hucreye farkhlagabilir.

2. Yetigkinden elde edilen, erigkin kok hiicre: Bu hiicreler organ ve dokularin
derinlerinde diffuz olarak bulunur. Kaza veya hastallk sonucu hasar godren
dokunun yenilenmesinde ve yerine konmasinda gorevlidirler.

Kok hicreler:

1. Kendini vyenileyebilirler. Farkllasmadigi zaman sayisiz hicre bdlinmesi
déngusuni yapabilir, kendi kendine gogalabilirler.
in vitro sartlarda 1-7-14-21 giinde gogalabilirler.

Ozellesmis hiicre tipine farklilasabilirler.

Erigskin kdk hucreler, kayip hucrelerin yerini doldurmak Uzere preklrsor ya da
projenitdr (6ncl) olarak adlandirilan ara hicreleri olustururlar. Tamamen 6zellesmis
hicrelere farklilasincaya kadar hiicre bolinmesi ve maturasyonu (olgunlagsmasi)
devam eder. Erigkin kok hucreleri, kaynagina ve potansiyeline gore belirtilir.
Multipotenttirler ¢ciinkl bir veya daha fazla 6zellesmis hiicre dizilerine farklilasabilme
potansiyelleri vardir. Kemik iligindeki ve dis pulpasindaki, mezensimal kok hlicre olarak
adlandirilan kék htcreler, kemik, kikirdak, yag, kas ve bag dokunun tim hcre tiplerini
Uretebilirler. Bir bélgeden alinan koék hicreler tamamen farkl bir dokunun hicre tipine
manipule edilebilirler. Bu 6zelligine transdiferansiyasyon veya plastisite denir. Degisik
tipteki erigkin kok hucreleri, farkli derecelerde plastisiteye sahiptir (WEB_1).

2.2.1. insan Dis Kok Hiicresi

Dis kok hucresini de igeren kranyofasiyal kok hucreler, noéral krest ve
mezengimal hicrelerden kdken alir. Noral krest hucreleri, néral dokudaki projenitor
hicreler ile ayni orijinden gelir (WEB_1).

Ortodontik amacla, 12-14 yaslarinda c¢ekilen apeksi kapanmamis premolar
dislerin ve 18'li yaslarda cekilen apeksi kapanmamis akil dislerinin apikal bdlgesi,
surmemis dislerin folikller dokusu dis kok hicresi kaynaklaridir. Dis kok hicresi,
saghkh dis pulpasindan, gelismekte olan diglerin apikal bolgesini de iceren periodontal
ligamentten ve diger dis yapilarindan (sut disinden, apikal papilladan) elde edilir
(WEB_1).

Dentin-pulpa benzeri kompleks olusturabilen, eriskin insan dis pulpasi kok
hicresi (DPSC), ilk kez Gronthos ve arkadaslar (2000) tarafindan izole edilmistir.
Miura ve arkadaslari (2003) sit disi pulpasindan kok hiicre izole etmislerdir.

Bes tip, erigkin insan dis kdk hlicresi izole edilmistir:
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1. Dis pulpasi kok hicresi veya dental pulpa kék hicre Gronthos ve arkadaslari

tarafindan (2000)

2. Cekilmis sit disinden elde edilen kdk hiicresi veya ¢ekilmis sit disi kaynakli kdk

hucre (SHED) Miura ve arkadaslari tarafindan (2003)

3. Periodontal ligament kok hicresi veya periodontal ligament kaynakh kok hicre

(PDLSCs) Seo ve arkadaslari tarafindan (2004)

4. Dis folikdli 6ncu hicresi veya dental folikil prekirsér hicre (DFPCs)

Morsczeck ve arkadaslari tarafindan (2005)

5. Apikal papilladan elde edilen kék hicre (SCAP) Sonoyama ve arkadaslari

tarafindan (2006) izole edilmistir (Sekil 2.1).

Bu hicreler, mezensimal kok hiicreler ile benzer 6zellikler gosterirler 6rnegin kendilerini
yeniler ve farkhlasma potansiyelleri vardir. Dis (dental) kdk hucreleri, odontojenik
hlcrelere donusme ve dis pulpasini ve periodontal dokuyu yenileme kapasitesine
sahiptir. Ayni zamanda kondrojenik, osteojenik, norojenik, miyojenik, hepatojenik,
adipojenik ve insulin Greten hicrelere diferansiye olma yani farklilasma kapasitesine de
sahiptir. Dis (dental) kdk hlcrelerinin ¢ germ hattina (adipojenik, noérojenik ve
osteo/odontojenik) diferansiye olmasi, dis dokularindaki pluripotent kék huicrelerin
varhigini kanitlar (WEB_1).

Dis (dental) kok hucreleri ile dig implantlar, kemik tamiri yani yenilenmesi,
nérodejeneratif hastaliklar, kalp hastaliklari ve diabet gibi klinik problemlere ¢6zim
gelistirmek icin galismalar yapilmaktadir (Mayo vd 2014).

iki cesit yetiskin dis kdk hiicresi tanimlanmistir. Mezensimal kok hiicre benzeri
hiicreler (MSC) ve epitel ya da epiteliyal kék hiicreler. insanda heniiz epitel ya da
epitelyal kok hcreler tanimlanmamistir bunlar sadece farelerde tanimlanmigtir
(Harada vd 1999).

Mezensimal kok hucreler, kemik iligi kdk hicreleri gibi adipojenik, ndrojenik ve
osteo/odontojenik hicre hatlarina diferansiye olabilirler. Shi ve Gronthos, DPSC’lerin
perivaskuler and perindral kilif boélgelerinde bulundugunu bildirirken, Chen ve ark.
PDLSC'’lerin, ve Sonoyama ve ark. SCAP’In perivascular bdlgede kuguk kiliflar iginde
lokalize oldugunu bildirmiglerdir (Sonoyama vd 2006, Chen vd 2006).

Dis dokusu kaynakli kdk hucrelerin adipogenez ve kondrogenez potansiyeli
kemik iligi kaynakhh mezengimal kOk hucrelere oranla daha azdir. Dig kok hucreleri
noral krest kaynakli oldugu igin norogenez kapasitesi kemik iligi kaynakh mezensimal

kok hicrelere oranla daha fazladir (Huang vd 2009).
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Sekil 2.1 Disten elde edilen kdk hucreler (Mayo vd 2014)
2.3. Sitokinler

Sitokinler, inflamasyon ve bagisik yanitlarinda araci olarak fonksiyon goren
bircok hlcre tipinin polipeptid yapisindaki Urlnleridir. Zararli uyaranlara karsi gelisen
en erken bagisiklik ve inflamasyon reaksiyonlarinda, ayrica mikroplar karsisinda daha
gec gelisen adaptif (spesifik) bagisiklik reaksiyonlarinda rol oynarlar. TNF-alfa, IL-1, IL-
6 akut enflamasyonda roll olan bir grup sitokindir (Sekil 2.2). TNF ve IL-1, aktive
makrofajlar, ayrica mast hucreleri, endotel hicreleri ve bazi diger hlcre tipleri
tarafindan uretilir. Bunlarin salgilanmasi, bakteri toksinleri, immun kompleksler ve
adaptif bagisik yanitlari sirasinda T lenfositlerin Urettigi Grlnler tarafindan uyarilir. Bu
sitokinlerin enflamasyondaki baslica goérevi, endotel aktivasyonudur. TNF ve IL-1,
endotel hdcreleri Uzerinde adezyon molekullerinin ekspresyonuna yol acar. Bunun
sonucunda lokositlerin baglanmasi ve toplanmasi artar ve 6zellikle kemokinler olmak
Uzere ek sitokinlerin, ayrica eikozanoidlerin Uretilmesi ile sonuclanir. TNF, endotelin
trombojenik 6zelligini de arttirir (Kumar vd 2013).

insan tumor nekroz faktér alfa, kasektin olarak da adlandirilir. 157 amino asitli
bir polipeptiddir. En ¢ok aktive olmus makrofajlardan uretilir. Makrofajlarin TNF-a
Uretmesi icin potansiyel stimulus LPS’dir. TNF-a, B hicrelerinden antikor Uretimini
dizenler ve sitotoksik T hcrelerini stimile eder. Lipoprotein lipazi ve adiposit gen
ekspresyonunu inhibe eder (Beutler vd 1987, Tracey vd 1987, Lekutis vd 1997).

insan interleukin 6 (IL-6), 184 amino asitli bir polipeptiddir. T ve B hiicrelerinden,
monositlerden, fibroblastlardan, keratinositlerden, endotel hilicrelerinden, mesensimal
hicrelerden, astrositlerden, kemik iligi stroma hicrelerinden, bazi tumor hiicrelerinden
salgilanir. IL-6, immun sistemde, hematopoezde ve enflamasyonda cgesitli hiicrelerin
bldylimesini ve diferansiyasyonunu dizenler. Bu islemler, IL-5, TNF, PDGF, IFN gibi
bazi sitokinler ile indUkledigi veya sadece IL-6’nin (kendisinin) indukledigi karmasik

sitokin adi ile entegre olarak gercgeklestirilir. Sonugta IL-6, diger sitokinler (IL-1, IL-2, IL-
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3, IL-4, IL-5, IFN-Y, GM-CSF, M-CSF, CSF v.s.) ile sinerjezik veya antagonist etki
olusturur. IL-6, B hucrelerinin olgunlasip antikor olusturan hucrelere dénidsimini
indukler. Ayrica diger sitokinler ile birlikte T hucrelerinin bliyimesini ve sitotoksik T
hucrelerinin diferansiyasyonunu ve multipotent hematopoetik progenitorleri sitimule
eder. Megakaryosit gelisimini destekler. IL-6, enflamasyon ya da doku hasarina
cevapta akut faz reaksiyonlarinin major indukleyicisidir. IL-1 ve TNF ile birlikte
hepatositlerden akut faz proteinlerinin sentezini indikler. Her bir sitokin veya
kombinasyonu akut faz proteinlerinin Uretiminde secici davranir. IL-6, ACTH Uretimini
uyarir. Bu da ndéroendokrin sistem ile iligkisini agiklar. Sonu¢ olarak [L-6 dokularda
endokrin, parakrin ve otokrin olarak ¢ok yonlu etkili bir sitokindir (Chehimi vd 1994,
Sakamato vd 1994, Moscovitz vd 1994, Kinter vd 1995).

LOKAL iNFLAMASYON SISTEMIK KORUYUCU ETKILER SISTEMIK PATOLOJIK ETKILER
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Sekil 2.2 TNF ve IL-6'nin etkileri (Kumar vd 2013)
2.3.1. Dig Dokusunda Uretilen Sitokinler

Dis pulpasi, dentin ile kapatiimis gevsek mezensimal dokudur. Hicreler ve
damar sinir paketi icerir. Mekanik, kimyasal, mikrobiyal irritanlar ve travma, pulpal
enflamasyona yani pulpitise neden olur (Love ve Jenkinson 2002, Yu vd 2009).
Leprince ve arkadaslarina (2012) gére bunlar pulpada 6énce odontoblast hlcreleri ile
karsilasirlar. Veerayutthwilai ve arkadaslarina (2007) gbére bu hucreler, alttaki dokuya
bariyer goérevi gorir (Yazid vd 2014). Naire (2004) gore periapikal lezyon
mikroorganizmalar ve konagin periodontal ligament ve kok kanal hicrelerinin
etkilesiminden kaynaklanir. Stashenko ve arkadaglarina (1998) goére bu etkilesim
sitokinler, litik enzimler ve enflamatuar hucrelerin Uretimi ve osteoklastik aktivasyon ile
sonugclanir. Nair PN (2004), Hannas ve arkadaslarina (2007) gore lokal enflamasyon ve
kollajen ve diger ekstraselluler matriks proteinlerini de kapsayan mineralize ve
mineralize olmayan periapikal dokularda yikim olur (Sousa vd 2014). Brackett ve
arkadaglarina gore (2011) periapikal iyilesme sirasinda makrofajlar interleukin (IL)1b,

IL6, IL8, IL10, IL12 ve tumor nekroz faktor alfa (TNF a) gibi sitokinleri salgilarlar ve
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bunlar periapikal enflamasyonda, kemik rezorpsiyonunda ve kemik iyilesmesinin

inhibisyonunda arabuluculuk yaparlar (Diamode vd 2014).
2.4. E Vitamini

E vitamini, formdll C,gHs00, olan, a, B, y ve & olmak Uzere 4 izomeri olan bir
bilesiktir. Bircok yiyecekte bulunan, yagda c¢6zinen bir besin maddesidir. Bitkisel
yaglarda, findikta ve vyagl, nisastali tohum olan camfistiginda, zenginlestiriimis

kahvaltilik tahillarda, i1spanak, brokoli, kivi, mango dahil olmak (zere bazi gidalarda
bulunur (WEB_2).

H:‘w. /’J\ PN
| /-“x CH
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CH CHh CHh CHh

CHh

Alfa-tokoferol

Sekil 2.3 Alfa tokoferollin yapisi

1922’de Evens ve Bishop, sicanlarda cgesitli tahillarin yaglarinin tiketilimesi ile
(diet) besin eksikligi nedeniyle olusan fetal rezorpsiyonun duzeldigi bildiriimistir.
Dollenmedeki vital roli nedeniyle bilinmeyen bu maddeye antisterility (kisiriga karsi)
faktor anlaminda Yunancadan ‘tokoferol’ kelimesi kullaniimistir. “Toko’ gocuk dogurma
‘fero’ getirmek anlamindadir. Ayrica tokoferoller (TOH) ve tokotrienoller (T3), a-, B-, y-
ve d-formlari ile birlikte vitamin olarak karakterize edildi (Shamim vd 2015).

Badem, findik, bugday tohumu yagdi ve aygicegi yad: yuksek oranda a-TOH
icerir (Schmdlz vd 2016). E vitamininin alfa-tokoferol formu, yapisal olarak sekiz dogal
lipofilik molekilli kapsar ve diyette en yaygin olarak bulunan seklidir (Sekil 2.3).
Piyasada bulunan E vitamini takviyeleri, biyolojik olarak en etkili form olan alfa-tokoferol
formundadir (Simonson W 2014).

Bu vitamin, vicuttan toksik olan serbest radikalleri temizleyen bir antioksidan
olarak siniflandirilir. Antioksidanlar, oksijen metabolizmasi sirasinda ag¢iga c¢ikan
serbest radikallerin yol actiyi zararlardan hicreleri koruyan maddelerdir. Ayrica
metabolik ve inflamatuar olaylar ile iligkili 6zel sinyal yollarini ve genlerini duzenler
(Simonson W 2014). E vitamini, DNA hasarini onarmaya, isgalci bakteri ve virlsleri

uzaklastirmaya ve ayni zamanda bagisiklik sistemini gligclendirmeye, kan damarlarinin
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genislemesine ve kanin damar iginde pihtilasmamasina yardimci olur. Buna ek olarak,
hicreler, E vitaminini birbirleri ile etkilesim ve ¢ok édnemli fonksiyonlari gergeklestirmek
icin kullanmaktadir (WEB_2).

2.4.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, vucut tarafindan yediklerimizden enerji elde ederken ve
hicre ya da organizmanin (yasam suregleri yani) metabolik faaliyetleri icin gerekli olan
temel maddeler Uretmek icin yapilan kimyasal reaksiyonlar sonucu olusur. insanlar,
sigara dumani, hava Kirliligi, glinesten gelen ultraviyole 11k ve X-isinlari gibi ¢evresel
faktorler nedeniyle de serbest radikallere maruz kalmaktadir. Serbest radikalleri
kararsiz kilan en az bir tane eslesmemis elektronu vardir. Serbest radikal, kararli olmak
icin bir bagska atomdan bir elektron alir. Fakat bu durumda atom aldi§1 bilesik kararsiz
olur ve hicrelere zarar veren bu reaksiyonlar zincirleme sekilde devam eder. Serbest
radikaller, genetik degisikliklere (mutasyon) neden olur, kanser, kalp hastaliklari,
Alzheimer, Parkinson ve Lou Gehrig gibi yasla iliskili (geriatrik) hastaliklarda rol alabilir.
Serbest radikaller, ayni zamanda faydalidir; mikroorganizmalarin o&ldiriimesinde,

hormon ve kimyasal habercilerin hticreler ile iletisiminde rol alir ( WEB_2).

2.4.2.0ksidatif Hasar

Oksidatif DNA hasarlari en sik gorilen DNA hasarlaridir. Hiicrede metabolik ve
diger biyokimyasal reaksiyonlar sonucu ve gevresel faktorler nedeni ile sirekli olarak
reaktif oksijen turleri (ROT) olusmaktadir. SUperoksit anyon radikali (O,*-), hidroksil
radikali (OHe), hidrojen peroksit (H,O,) gibi reaktif oksijen turleri DNA hasarlarina
neden olur (De Bont vd 2004). Hidroksil radikali biyolojik molekdller igin en reaktif
oksijen Uranudur. DNA'da baz hasarlari ve DNA-protein gapraz baglari gibi bir ¢ok
hasar olusturur (Dizdaroglu M. 1992). Oksidatif DNA hasari olarak da adlandirilan bu
tip DNA hasarlari mutajenez, karsinojenez ve yaglanma gibi biyolojik olaylarda gorev
alir (Halliwell vd 1990).

Reaktif oksijen tirleri eksojen ve endojen kaynakli olabilir. Gama isinlari, UV
IsInlari, yiyecekler, ilaglar, ksenobiyotikler ve toksinler eksojen ROT kaynaklardir.
Notrofiller, NO sentetaz ve ksantin oksidaz gibi enzimler, metabolizma Urlnleri ve
hastaliklar endojen ROT kaynaklaridir (Kohen vd 2002). Serbest radikaller
kendiliklerinden bozunarak ya da Ozellesmis enzim sistemleri tarafindan uzaklastirilir.
Bunlarin asiri Uretilmesi veya yeterince uzaklastirilamamasi, hicrelerde birikimlere yol

acarak lipid peroksidasyona, protein ve DNA hasarina yol agabilir (Kumar vd 2013).
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2.5. Crithmum maritimum L.

C. maritimum, kaya korugu veya deniz rezenesi olarak bilinen, deniz
kenarindaki ugurumlarda ve bazen kumlarda yetisen bir bitkidir (Amor vd 2005).
Yuksek 1sik yogunlugu, kuraklik, mineral eksikligi ve tuzlu ortam gibi gevresel strese
ragmen Atlantik Okyanusu ve Akdeniz kiyi alanlarinda yaygin olarak yetigir. Buralarda
uzun vyillardir besin olarak tlketiimektedir ve halk tarafindan alternatif tipta
kullaniimaktadir. Etli yapraklari ve geng dallarindan tursu ve ¢esni yapilmaktadir (Amor
vd 2005, Ashraf vd 2004).

Tuzlu ortam gibi stres altinda yetisen CM'nin, igerigindeki ylksek antioksidan
konsantrasyonu sayesinde reaktif oksijen turlerinin sebep oldugu oksidatif hasara karsi
direncli oldugu bildiriimistir (Ashraf vd 2004, Ksouri vd 2007). Analiz edildiginde stabil
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) ve ABTS serbest radikallerini temizledigi icin
antioksidan aktivitesinin ve total antioksidan kapasitesinin yluksek oldugu bildirilmistir
(Duros vd 2009). Bu uzun omdurla bitki, yiksek oranda flavonoidler, karotenoidler, C
vitamini ve antimikrobiyal madde igermektedir (Amor vd 2005). igerigindeki, fenolik
bilesiklerden olan klorogenik asit sayesinde antioksidan 6zelligi fazladir (Heim vd
2002), serbest radikalleri temizler ve reaktif oksijen tirlerine karsi koruyucudur
(Balasundram vd 2006). Ayrica CM’'dan kok hiicre elde edilebilir ve CM’nin kok
hucrelerinin  proliferatif potansiyeli biyoteknoloji ile amplifiye edilebilir. Bu kok
hicrelerdeki antioksidanlarin varligi nedeniyle rejenerasyon ve savunma kapasiteleri
vardir (Lequeux vd 2011).

2.6. Hipotezler

Calismamiz asagidaki hipotezleri test etmek amaciyla planlanmigtir:

1. Dis beyazlatici ajanlar sitotoksisiteye neden olmakta ve bu sireclerin sonunda
DNA hasari meydana gelebilir.

2. Meydana gelebilecek DNA hasari artmis oksidan radikaller nedeniyle olabilir.
Beyazlatma oOncesi uygulanan antioksidanlar da bu oksidan radikallerin
azaltiimasini saglayarak DNA onarimini hizlandirabilir.

3. Meydana gelebilecek enflamatuar yanit antioksidanlarla dizeltilebilir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Hucre kultart kullanilarak in vitro kosullarda yaptigimiz calismada insan dis
pulpasi kdk hicresi (DPSC) kullaniimistir. Hicrelerimiz insan disinin pulpasindan elde
edilen kok hicre olup ylzeye yapisan karakterde ve i§ seklindedir (Sekil 3.1).
Calismamiz kapsaminda DPSC hiicrelerinin dondurulmasi, ¢ézdurilmesi, hiicre kaltira
ortaminda c¢ogaltiimasi ve pasajlanmasi, hicre canliidinin ve sitotoksisitesinin
belirlenmesi, deneyin kurulmasi ve hidrojen peroksit, E vitamini, C. maritimumun ugucu
yaginin uygulanmasi, DNA hasarinin incelenmesi, TNF a, IL-6, total oksidan ve
antioksidan seviyelere bakilmasi Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapilmistir. Hiicrelerin sayimi Pamukkale Universitesi
Tip Fakultesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda yapiimistir.

Calismamizda dis beyazlatici ajan olarak hidrojen peroksit uygulanmasinin
hicre kdltari yéntemleri kullanilarak in vitro kosullarda dis pulpasi kdk hiicrelerinde
(DPSC) DNA hasari olusturup olusturmadigini ve ayrica DNA hasari olusturuyorsa
antioksidan olarak E vitamini ve C. maritimum bitkisinin ugucu yaginin bu hasari
dizeltmede etkili olup olmadigini komet analiz yontemiyle incelenmesi amaclanmistir.

Bu amagcla asagidaki sekilde ¢alisma gruplari olusturulmustur.

3.1. Deney Gruplan

Hidrojen Peroksit, E vitamini ve C. Maritimum ugucu yaginin, DPSC hcreleri
Uzerindeki etkisini incelemek amaciyla 4 gun surecek bir deney dizenegdi ve 7 farkli
deney grubu olusturuldu. Yapilan XTT analizine gére hidrojen peroksit i¢in 1Cso dozu 6
pg/ml olarak bulunmustur. Ayrica yapilan bir ¢galismada hicre kultirG Uzerine monte
edilen diglerin Uzerine %35 konsantrasyonda HP igeren dis beyazlatici uygulandiginda
hucrelere sizan dozun yaklasik 2 pg/ml oldugu bildirilmigtir. Bu dozun da refrans olarak
alindi§i deney grubu da olusturulmustur (Soares vd 2014).

1. Grup: Kontrol (K) grubudur. Bu gruptaki DPSC hucrelerine herhangi bir islem
yapilmadi.
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2. Grup: 2 Hidrojen Peroksit (2HP) grubu. Bu gruptaki hicreler 2 ug/ml hidrojen
peroksite 30 dakika maruz birakildi. Sonrasinda olgimler 0, 24, 48, 72.
saatlerde yapildi.

3. Grup: 6 Hidrojen Peroksit (6HP) grubu. Bu gruptaki hicreler 6 ug/ml hidrojen
peroksite 30 dakika maruz birakildi. Sonrasinda Olgimler 0, 24, 48, 72.
saatlerde yapildi.

4. Grup: E vitamini - 2 Hidrojen Peroksit (E2HP) grubu. Bu gruptaki hlcreler énce
100 yM E vitaminine 2 saat, sonrasinda 2 pg/ml hidrojen peroksite 30 dakika
maruz birakildi. Olglimler 0, 24, 48, 72. saatlerde yapildi.

5. Grup: E vitamini - 6 Hidrojen Peroksit (E6HP) grubu. Bu gruptaki hiicreler dnce
100 yM E vitaminine 2 saat, sonrasinda 6 pg/ml hidrojen peroksite 30 dakika
maruz birakildi. Olgtimler 0, 24, 48, 72. saatlerde yapildi.

6. Grup: C. maritimum - 2 Hidrojen Peroksit (CM2HP) grubu. Bu gruptaki hicreler
once 2 pg/ml C. maritimum ugucu yagina 1 saat, sonrasinda 2 pg/ml hidrojen
peroksite 30 dakika maruz birakildi. Olglimler 0, 24, 48, 72. saatlerde yapildi.

7. Grup: C. maritimum - 6 Hidrojen Peroksit (CM6HP) grubu. Bu gruptaki hicreler

once 2 ug/ml C. maritimum ugucu yagina 1 saat, sonrasinda 6 pg/ml hidrojen

e ’ - ‘- < e = : J— T

Sekil 3.1 DPSC’nin mikroskobik goérintusu

3.2. DPSC Hiicrelerinin Kiltiire Edilmesi

Calismamizda hicrelerin proliferasyonu, pasajlanmalari ve takip islemleri
inverted mikroskop ile izlendi. DPSC icin %10 fétal sigir serum (FBS), %1 L-glutamin,
1001U/ml penisilin ve 10 mg/ml streptomisin iceren Alfa MEM besi yeri hazirlandi. Alfa
MEM besi yeri ile Uretilen DPSC hiicreleri 37 °C’de %95 nem ve %5 CO,li etlivde
cogaltildi. Her iki gline bir ortam degisimi yapildi.
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DPSC Hiicrelerinin Dondurulmasi

Flasklarda bulunan hcreler tripsinizasyon islemi ile yapismis olduklari flask
yuzeyinden kaldirilarak tzerlerine besi yeri ilave edildi.

Hucre suspansiyonu 15 mr'lik santrifj tiplerine alinarak 1500 rpm de 5 dakika
santrifdj edildi.

Santriflij tipu sayisi kadar 1,5 ml'lik kriyo tlpler hazirlandi. Santrifij sonrasi
stpernatan kisim uzaklastirilarak Uzerine besi yeri ilave edildi ve hicre
stispansiyonu kriyo tuplere alindi.

Sonrasinda lizerine besi yeri ve DMSO orani 9:1 olacak sekilde DMSO eklendi.
Kriyo tlpler dondurucu kap icinde 2 saat bekletildikten sonra -80°C’ ye
kaldirildi.

Dondurulmus DPSC Hucrelerinin Cozduriilmesi

-80°C’ de kriyo tupler igerisinde bulunan %10 DMSO ile dondurulmus DPSC
hicreleri ¢gdzinmesi igin birka¢ dakika 37°C’ de etlive kondu.

Hucre canhliginin DMSO nedeniyle azalmamasi i¢in kriyo tlp icerisine hizli bir
sekilde besi ortami ilave edildi ve hiicreler 15 ml’lik falkon tiip igerisine alindi.
Falkon tUp icerisine yaklasik 5 ml daha besi yeri ilave edilerek 1500 rpm de 5
dakika santrifuj edildi.

Sonrasinda falcon tlpu icerisinde bulunan slpernatan uzaklastirildi ve ¢oken
hiicrelerin {izerine 10 ml besi yeri eklenerek 75 cm? lik flasklara alind.

Flasklar, 37°C’deki %95 nem ve %5 CO, igeren etlve alinarak inkibasyona
birakildi. 48 saat sonra Uremeye baglayan hucrelerin kullandiklari eski besi
ortami dokuldu ve yerine 10 ml taze besi yeri ilave edildi. Yaklasik 21 giin sonra
hicrelerin butiin flask ydzeyini kapladigr goérualda (Sekil 3.2). Hucrelerin

canhligini korumak ve devamlihidini saglamak amaciyla pasaj yapildi.
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Sekil 3.2 DPSC’nin 21 glin sonraki pasajlanma dncesi mikroskobik gorintis
3. 2. 3. DPSC Hucrelerinin Pasajlanmasi

1. Flasklardaki hicrelerin konfluenti %70’den fazla oldugunda pasajlama yapildi
(Sekil 3.2).

Flasklarda bulunan ortam dokuildi ve flasklar bir kez PBS kullanilarak yikandi.

3. Sonrasinda hicrelerin Uzerine 2 ml tripsin-EDTA ilave edildi. Flasklar 5 dakika
boyunca inkubatérde bekletildi.

4. inkubatérden gikan flasklar hafif altlarindan vurarak tim hiicrelerin kaldiriimasi
saglandi. Flaska 4 ml besi yeri ilave edildi.

5. Flask igerisinde bulunan hicre-ortam karisimi 15 mllik santriflij tlp igerisine
alindi ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifuj edildi.

6. Santrifuj sonrasi santrifiij tlpu igcerisinde bulunan sidpernatan uzaklastirildi ve
¢oken hicrelerin tzerine 1 ml besi yeri eklendi ve birkag kez pipetaj yapilarak
hicrelerin homojen sekilde dagiimasi saglandi.

7. 75 cm?lik flasklara 10 ml ortam koyuldu ve igine homojen dagiimis olan
hicreden konuldu.

8. Hucrelerin yluzeye yapigsarak Uremeye devam etmeleri icin flasklar inkUbatére

kaldirllarak inkibasyona birakildi ve ¢cogalmalari saglandi.
3. 2. 4. DPSC Canli Huicrelerinin Sayiimasi

Canli hacrelerin sayllmasinda tripan mavisi boyasi uygulandi. Bu boya negatif

yuklidir. Hicre membrani zarar gérmemis ve canl bir hlicre ise, boya hicre igine
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girmedigi icin canli hucreler beyaz renkte gorulur. Ancak canli olmayan hicreler boyayi
absorbe eder ve mikroskop altinda mavi gorandarler.

1. DPSC hiucrelerine tripsinizasyon iglemi yapildi. Tripsinizasyon isleminden sonra
hiicrelere besi ortami eklenip flask icerisinde bulunan hicre-ortam karisimi 15
ml’lik santriftj tGpu icerisine alindi ve 1500 rpm de 5 dakika santrifuj edildi.

2. Santrifij sonrasi, santriflj tupu icerisinde bulunan supernatan uzaklastirildi ve
¢oken hiucrelerin Gzerine 1 ml besi ortami eklendi ve birka¢g kez pipetaj
yapilarak hicrelerin homojen sekilde dagiimasi saglandi.

3. Homojen siispansiyondan 100 pl alinip steril ependorfa konuldu. Uzerine 400 pl
PBS eklenip birka¢ kez pipetaj yapilarak hiicrelerin homojen sekilde dagiimasi
saglandi.

4. Uzerine 1 pl tripan mavisi konularak birkag kez pipetaj yapildi. Bu karisimdan

20 ul ahnip hicre sayar (Cellometer, Nexcelom USA) cihazinda sayildi.

3.3. Sitotoksisite Analizi

Sitotoksisite ~ dlgmek  igin  kullanilan  metotlar, plazma  membran
permeabilitesindeki degisimler Uzerine kurulmustur. Bu yodntemlerde, hucreler
irreversibl olarak hasara ugratiirken plazma membrani hasar gérmeden Kkalir.
Kolorimetrik metotlar, hiicre kilttrlerinde, herhangi bir faktére bagh olarak indiklenmis
sitotoksisitenin belirlenmesinde kullaniimaktadir. Biz bu amacgla XTT (2,3-Bis-(2-
Metoksi-4-Nitro-5-Sulfofenil)-2H-Tetrazolyum-5-Karboksanilit tuzu) kolorimetrik metodu

sitotoksisite 6lcumu igin kullanildi. (WEB_4)

3.3.1. XTT Testi

ikinci jenerasyon suda c¢oziinen bir tetrazolyum tuzu olan XTT, hiicre
proliferasyon, sitotoksisite ve apopitoz analizlerinde kullanilir. Yéntem, metabolik olarak
aktif olan hucrelerin, renksiz veya agik sari bir bilesik olan XTT'yi, parlak turuncu
formazan bilesenlerine indirgemeleri prensibine dayanmaktadir. Renk degdisimi pozitif
yukli dortli tetrazol halkasinin kirilmasiyla elde edilir. XTT’nin hcrelere girmedidi,
trans-plazma membran sistemi araciliiyla elektron tasinmasi saglanarak XTT boya
indirgenmesinin hucre ylizeyinde meydana geldigi gosterilmektedir. XTT'nin cevabinin
olusumunda esas katkiyr mitokondriyal oksidorediktazlarin kendi reduktanlarinin
(indirgeyici) plazma zarina taginmasiyla sagladigi dusunulmektedir. XTT canli hiicrede,
mitokondrilerindeki dehidrogenaz enzimi ile pargalandiginda ¢o6zilebilir formazana

doénusmektedir.
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Ara elektron tasiyicisi olan PMS (N-metil dibenzopirazin metil sulfat), XTT hicre
proliferasyon analizi kiti icindeki aktivasyon reaktani olup XTT analizinin hassasiyetini
arttinr. Bulgular gostermektedir ki PMS, hucre yuzeyindeki ya da plazma zarindaki
elektronlari toplayip reaktif ara drin olusturarak XTT’nin indirgenmesine ve yuksek
pigmentli formazani olusturmasina aracilik eder. Formazandan kaynaklanan turuncu

rengin yogunlugu metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi ile orantihdir (WEB_4).

3.3.2. Hidrojen peroksit, E vitamini ve CM ugucu yaginin sitotoksisitesinin

belirlenmesi

Hidrojen peroksit, E vitamini ve C. maritimum'un ugucu yaginin sitotoksisitesi,
“Cell Proliferation Kit"i kullanilarak XTT testi ile belirlendi.
XTT(2,3-Bis-(2-Metoksi-4-Nitro-5-Sulfofenil)-2H-Tetrazolyum-5-Karboksanilittuzu)ajanit:
Reaktan A: cell proliferation kit (XTT, reagent solution A, Biological Industries) ve
Reaktan B: cell proliferation kit (XTT activator solution B, Biological Industries) igerir.

Reaktan A ile reaktan B, 50:1 oraninda karistirilarak XTT sollsyonu hazirlandi.
3.3.3. XTT Yontemi

1. 75 cm?lik flasklara ekilen ve flask yiizeyini kaplayan hiicrelere tripsinizasyon
islemi uygulandi.

2. lIslem sonrasinda hiicreler lizerine 4 ml besi ortami ilave edildi ve 1500 rpm’de
5 dakika santrifj edildi.

3. Santrif(j islemi sonrasinda slpernatant kisim uzaklastirildi ve hlcreler Gzerine
1 ml besi ortami eklendi.

4. Hucre sayimi igin bu karisimdan 100 pl alindi, Gzerine 400 pl PBS ve 1 pl tripan
mavisi konulup pipetaj yapildi. Karisimdan 20 pl alinarak hucre sayim cihazinda
sayildu.

5. Her kuyuda 25x10° hiicre olacak sekilde 100’er pl hiicre siispansiyonu, 96
kuyulu plakalara dagitildi.

6. Hucrelerin ylizeye yapismasi i¢in 48 saat beklendi ve 48 saat sonunda 24, 48,
72 saat inkubasyon icin ayri ayri hazirlanan 96 kuyulu plakalarin kontrol
kuyulari digsinda tim kuyularina asagida belirtilen dozlarda hidrojen peroksit, E
vitamini ve CM ugucu yagi uygulandi.

7. Hidrojen peroksit, E vitamini ve Crithmum maritimumun ugucu yaginin
sitotoksisitesini belirlemek amaciyla her biri igin ayri ayri 96 kuyulu plaka ayrildi.

Hidrojen peroksit grubuna 100 pl i¢cindeki son konsantrasyonlari 0,5-1-15-2
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-3-4-5-6-8-10 yg/ml olacak dozda hidrojen peroksit uygulandi. E vitamini
grubuna 100 pl icindeki son konsantrasyonlar1 0,1 -0,2-0,5-1-2-3-5mM
olacak dozda E vitamini uygulandi. CM ucgucu yag grubuna 100 pl igindeki son
konsantrasyonlari 1 -2 -3-4-10-20-40-80 - 100 - 200 pyg/ml olacak dozda

CM ugucu yagi uygulandi.

Hidrojen peroksit, E vitamini ve CM ugucu yagi i¢in 24 saat sonunda sadece 24
saatlik inklibasyona ayrilan kuyulardaki besi ortami aspire edildi ve 100 pl taze
besi ortami ve (yukarida oranlari tarif edilen) XTT sollisyonundan 50 ul eklendi.
XTT solusyonu eklenmesinden yaklasik olarak 4 saat sonra plakanin her bir
kuyusunun absorbans degeri (OD) ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda ve
630 nm referans araliginda okundu. Hicre canliligi yizdesi her bir kuyuda
Olcllen optik dansite degerinin kontrol kuyusundaki optik dansite degerine
bolinmesi ve yluz ile ¢carpilmasi ile hesaplandi.

Spesifik Absorbans = A450nm(Test) — A630nm(Test)

Olglilen optik dansite degeri

% hucre canhhgi= x100

Kontrol optik dansite degeri

Ayni iglem, madde verilmesinden 48 ve 72 saat sonra da kalan plakalar igin
tekrarlandi.

Hidrojen peroksit, E vitamini ve CM ugucu yaginin IC50 (half maximal inhibitory
concentration) dozlari ve inklibasyon siresi belirlendi. XTT testlerinin sonuglari
kontrol gruplariyla oranlanarak belirlendi.

Ordinat Uzerinde (Y-ekseni) duzeltiimis veri absorbans degerleri ve absis (x-
ekseni) Uzerinde deneysel parametreler (uygulanan dozlar) gizildi.

Sitotoksisite deneyleri triplike olarak yapildi.

3.3.4. XTT lgin Deney Diizeneginin Kurulmasi ve Hidrojen Peroksit, E vitamini ve

C. Maritimum Ugucu Yaginin Uygulanmasi

Hidrojen peroksit, E vitamini ve C. maritimumun ugucu yaginin DPSC hicreleri

Uzerindeki etkisini incelemek amaciyla 6 gun slrecek bir deney dizenegi ve 4 farkh

hicre grubu olusturuldu:

Grup: Kontrol grubudur. Bu gruptaki DPSC hucrelerine herhangi bir muamele

yapilmadi.
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2. Grup: Hidrojen Peroksit grubu. Bu gruptaki hiicrelere 0,5-1-15-2-3-4-5
- 6 - 8 - 10 pg/ml olacak dozda hidrojen peroksit uygulandi.

3. Grup: E vitamini grubu. Bu gruptaki hicrelere 0,1 -0,2-05-1-2-3-5mM
E vitamini uygulandi.

4. Grup: C. maritimum ugucu yag grubu. Bu gruptaki hicrelere 1 -2 -3 -4 - 10 -
20 - 40 - 80 - 100 - 200 pg/ml olacak dozda CM ugucu yagi uygulandi.

Hidrojen peroksit, E vitamini ve C. maritimumun ugucu yaginin DPSC hicreleri
Uzerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla sitotoksisite testi uygulandi. Her bir test icin

farkh 96 kuyulu plakalar kullanildi.

3.4. Crithmum Maritimum Ugucu Yaginin Eldesi

Calismamizda kullanilan Crithmum maritimum L ugucu yagi Pamukkale
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Labaratuvarinda elde edilmistir. C.
maritimum, Apiaceae (Maydonozgiller) familyasi igerisinde yer almaktadir, halk
arasinda kaya korugu veya deniz rezenesi olarak bilinmektedir.

Bitki drnekleri ciceklenme evresi olan Agdustos-Eylul ayinda toplanmistir.
Toplanilan bitkilerin toprak Usti kisimlari bag makasi ile kigik pargalar haline
getirilerek dogrudan glines almayan serin bir yerde kurutulmustur. Kurutulan bitkiler,
ekstraksiyon elde etmeye hazir hale getirilerek bez torbalar iginde direkt giines 1s131
almayan serin bir ortamda muhafaza edilmistir. Bitkiden clevenger ekstraksiyon
yontemi ile ekstrakt elde edilmistir. Bitkinin ugucu yagini elde etmek igin clevenger
ekstraksiyon duzenegi ile hidrodistilasyon yontemi kullaniimigtir. Elde edilen ugucu
yagin iginde kalan bir miktar su sodyum siilfat tuzu ile uzaklastiriimistir.

Bu yontemle elde edilen CM’'nin ugucu yagi, hucre kiltirinde dis pulpasi kok
hicrelerine, gesitli dozlarda uygulanmis ve XTT analizi yapilarak ICsy dozu 2 pg/ml
olarak tesbit edilmistir. Deney gruplarina 2 pug/ml CM’nin ugucu yagi 1 saat boyunca
uygulanmis ve uzaklastiriimig, sonrasinda dis beyazlatici olarak HP 30 dakika boyunca

uygulanip ortamdan uzaklastiriimistir.

3. 5. TAS, TOS, TNF Alfa ve IL-6 igin Deney Diizeneginin Kurulmasi ve Hidrojen

Peroksit, E vitamini ve Crithmum Maritimum Ugucu Yaginin Uygulanmasi

Yukarida tanimlanan deney gruplarina belirtilen sdrelerde belirtilen dozlarda
hidrojen peroksit, E vitamini ve Crithmum Maritimum ugucu yagi uygulanmigtir.

1. Hucreler 75'lik flasklara 2x10° hiicre olacak sekilde ekildi.
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2. Yukaridaki deney gruplarina belirtilen dozlarda hidrojen peroksit, E vitamini ve
Crithmum Maritimum ugucu yagi eklendi ve belirtilen surelerde inkibe edildi.

3. Flasklardaki DPSC hacreleri, 5 ml (Ca ve Mg free) PBS ile yikandi ve PBS
uzaklastiridi.

4. Flasklardaki hiicrelerin izerine, Halt Proteaz Inhibitor eklenmis, +4 °C olan
RIPA solusyonu eklendi ve teflon kaziyici ile hucreler kaldirildi ve patlatildi.

5. Olusan suspansiyon steril ependorflara alindi. Burada insulin enjektori ile
birka¢ kez pipetajlandi. 30 dakika buzun icinde bekletildi ve bu stre iginde 10
dakikada bir insulin enjektéru ile pipetajlandi.

6. Hucrelerin parcalanmasi saglandiktan sonra +4 °C de 15000 rpm de 30 dk
santrifij edildi.

7. Santrifljj islemi sonrasinda supernatan alinarak TAS, TOS, TNF Alfa ve IL-6

OlcUmu igin kullanildi.

3.6. Total Oksidan Seviye (TOS) Olgiimii

Olgimiin prensibi, 6rnedin icindeki oksidanlarin, ferrdz iyon selatér kompleksini
ferrik iyona donusunu saglamasi ve bunun da asidik bir ortamda kromojen ile
reaksiyona girerek absorbans artisina sebep olmasina dayanmaktadir.
Spektrofotometrik olarak izlenen absorbans artigi drnekteki oksidan molekillerle dogru
orantilidir (WEB_3).

Calismamizda, hidrojen peroksit, E vitamini ve Crithmum Maritimum ugucu
yaginin uygulanmasi ile deney gruplarinda olusan total oksidan seviyesi ticari bir kit
araclliyla incelendi. Sonuglar pmol H,O, Equiv./ L cinsinden ifade edildi.

1. TAS, TOS i¢in hazirlanan, hiicre kiiltiriinden elde edilen érnekler kullanildi.
2. TOS olgimu, Rel Assay Diagnostics® Total Oxidant Status (TOS) Assay Kit

(mega Tip) kullanilarak yapildi.

3. 96 kuyulu plakaya her kuyuda 200 pL olacak sekilde kit igindeki reaktan 1’den
koyuldu.
4. Uzerine, ilk iki kuyuya standart soliisyonundan, diger kuyulara numunelerden

30 uL koyuldu ve ELISA okuyucu ile 492 nm dalga boyunda okundu. Elde

edilen degerler 1. absorbans dlgumu olarak kaydedildi.

5. Her bir kuyunun tzerine 10 pL reaktan 2 den koyularak 5 dk beklendi ve ELISA

okuyucu ile 492 nm dalga boyunda okundu ve elde edilen degerler 2.

absorbans dlcimu olarak kaydedildi.
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6. TOS degeri, her bir kuyuda olgllen 6rneklerin A absorbans optik dansite
degerinin standartin A absorbans optik dansidite degerine bdlinmesi ve 20 ile

carpilmasi ile hesaplandi.

A absorbans 6rnek
TOS Degeri = x 20

A absorbans standart

A absorbans drnek = Ornegin 2. Absorbans degderi — érnegin 1. Absorbans degeri
A absorbans standart = Standartin 2. Absorbans degeri — standartin 1. Absorbans
degeri

7. Sonugclar kontrol grubu ile karsilastirilarak degerlendirildi.

3.7. Total Antioksidan Seviye (TAS) Olgiimii

Olgiimiin  prensibi, 6rnegin igindeki tim antioksidanlarin mavi-yesil ABTS
radikalini renksiz redikte ABTS haline getirmesi esasina dayanir. Ornegin
absorbansindaki degisiklik onun antioksidan duzeyi ile orantihdir (WEB_3).
Calismamizda, hidrojen peroksit, E vitamini ve Crithmum Maritimum ugucu yaginin
uygulanmasi ile deney gruplarinda olusan total antioksidan seviyesi ticari bir kit

araclliyla incelendi. Sonuglar mmolTrolox Equiv/ L olarak ifade edildi.
1. TAS, TOS icin hazirlanan hiicre kiltiriinden elde edilen érnekler kullanildi.

2. TAS 06lcimi, Rel Assay Diagnostics® Total Antioxidant Status (TAS) Assay Kit
(mega Tip) kullanilarak yapildi.

3. Standart soliisyonu hazirlandi. Standart 1 igin distile su, standart 2 icin kit icinde

bulunan standart 2 solisyonu kullanildi.

4. 96 kuyulu plaka her kuyuda 200 uL olacak sekilde kit icindeki reaktan 1’den
koyuldu.

5. Uzerine ilk iki kuyuya hazirlanan standart 1 sollisyonundan, sonraki iki kuyuya
standart 2 sollsyonundan, diger kuyulara numunelerden her numune igin 2
kuyu olacak sekilde 12 pL koyuldu ve ELISA okuyucu ile 630 nm dalga boyunda

okundu. Elde edilen degerler 1. absorbans dl¢gimu olarak kaydedildi.
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6. Her bir kuyunun Gzerine 30 pL reaktan 2 den koyularak 10 dk beklendi ve
ELISA okuyucu ile 630 nm dalga boyunda okundu ve elde edilen degerler 2.

absorbans 6lciimu olarak kaydedildi.

7. TAS degeri standart 1 A absorbans optik dansite degerinden her bir kuyuda
Olcilen orneklerin A absorbans optik dansite degerinin ¢ikariimasi ve bu
degerin standart1-standart2 A absorbans optik dansite degerine bolinmesi ile
hesaplandi.

[(A abs std1)- (A abs 6rnek)]
TAS Degeri =

[(A abs std1) —(A abs std 2)]

A absorbans drnek = Ornegin 2. Absorbans degderi — érnegin 1. Absorbans degeri
A absorbans standart 1 = Std1’in 2. Absorbans degeri — Std1’in 1. Absorbans degeri
A absorbans standart 2= Std2’nin 2. Absorbans degeri — Std2’'nin 1. Absorbans degeri

8. Sonugclar kontrol grubu ile karsilastirilarak degerlendirildi.

3.8. Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Oksidatif stres indeksi, oksidatif stres derecesinin bir gdstergesidir ve total
oksidan seviyenin total antioksidan seviyeye boélinmesinin 100 ile ¢arpilmasi ile elde
edilir.

_ TOS (umol H,0, equivalent/L)
OSl = X100
TAS (umol Trolox equivalent/L)

3.9. Komet Yontemi ile Genotoksisite Analizi

Genotoksisite, Deoksiribonukleik Asit (DNA)'da yapisal degisiklikler meydana
getirerek ya da DNA sarmalinda kirilmalara yol agan, hasara neden olan her tirli ajan
icin kullanilabilen bir terimdir (Kent C 1998).

Cok cesitli genotoksisite analizleri vardir. Burada olasi DNA hasari tespitinde
komet analiz yétemi kullanildi. Burlinson (2007), Al-Salmani (2011) ve arkadaslarina
gbre yontem, basit, disik maliyetli ve uygulamasi 24 saatten daha az zaman almasi
nedeniyle tercih edilmektedir (Araldi vd 2015).
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3.9.1. Komet Analizi ve Tarihgesi

Komet analizi (KA), ilk kez Ostling ve Johanson (1984) tarafindan tek hiicre jel
elektroforezi veya mikrojel elektroforezi olarak adlandiriimis, yontemin temelleri
olusturulmus, devaminda cesitli arastirmacilar tarafindan ginimize kadar modifiye
edilmis ve yeni teknikler ile birlikte sunulmustur (Hartmann vd 2003). GUnumuizde
uygulanan KA, Singh ve arkadaslari (1988) tarafindan gelistiriimis olan, tek ve c¢ift zincir
kiriklarinin tanimlanmasina olanak saglayan bir yontemdir. KA, ‘Genotoksisitede test
prosedurleri uluslararasi c¢alistayl’ (Hartmann vd 2003) ve ‘Genotoksisite testleri
uluslararasi 4. Calistayr’nda (Burlinson vd 2007) standardize edildi.

KA, yeni ilaglarin uygunlugunun belirlenmesinde ila¢ endustrisi tarafindan kabul
edilen yontemlerden biri olmustur (Brambilla vd 2009).

DNA sarmalindaki kiriklar elektroforezde yuratulirken migrasyona ugradigi igin
kuyruklu yildiz gérinimi olusur. Bu yiizden yéntemin adi ingilizcede kuyruklu yildiz
anlamina gelen ‘comet’ tir (Godschalk vd 2013).

KA, test edilen madde ile dogrudan temas halinde olan dokularda
genotoksisiteyi analiz etmeyi saglar veya emilim, dagilim, metabolizasyon veya atilim
olan dokularda (in situ olarak) DNA kiriklarini belirler (Hartmann vd 2003). Teknigin
floresan in situ hibridizasyon (FISH) ile iligskilendirilerek uygulanmasi DNA hasari

tespitinde yeni yaklasimlar gelistirebilir (Spivak vd 2015).

3.9.2. Komet Analizinde Boyama

Bu ydntemde (floresan mikroskopta gorintlu saglayabilecek) ¢ok cgesitli boyalar

kullanilmaktadir. Gimis boya (Nadin vd 2001), etidyum bromir (EB) (Araldi vd 2014),
propidyum iyodir (Araldi vd 2013), DAPI (40,6-diamidino-2-phenylindole), YOYO-1
(Rojas vd 1999) and SYBR Gold (McNamee vd 2000) komet yonteminde kullanilabilen
boyalardir. DAPI ve YOYO-1, DNA hasarini ¢gok hassas olarak tesbit etseler de en ¢ok
EB ve PI kullaniimaktadir (Klaude vd 1996). DNA, kendisine baglanan bir boya ile
boyandiktan sonra floresan mikroskop ile gértntilenir (Araldi vd 2015).
Mikroskopta DNA super halkalarini goruntileyebilmek igin etidyum bromdar ile boyanan
lamlar yogun yesil 1sik ile aydinlatilir. Isik kaynagindan UV dahil diger dalga boylarini
elimine etmek igin filtre kullanilir ve filtreden sadece yesil 151k gegebilir. Etidyum bromuir
zayif turuncu renk 1gima yapar (emisyon) gun isiginda gézlenmez bu yuzden karanlik
odada gahlgiimalidir (WEB_5).
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3.9.3. Goriintu Analizi

Didenko VV. (2006) ve Fidan AF’ye goére (2009) hasarsiz DNA’lar, yuvarlak,
kenarlari daha az yodun olmak (zere ortasi parlak goéruntilenirler. Hucrelerin bu
g6rinimid migrasyon yok diye degerlendirilir. E§er DNA hasari olusmaya baglamis ise
migrasyon uzunlugu fragmanlarin miktarina, DNA zincir kirilmalarina ve alkali-labil
bélgelerin seviyelerine bagli olarak degisiklik gosterdiginden, normalde diizgiin kenarli
olan goérintl, DNA kiriklarinin ¢ekirdek disina goécli nedeniyle dizensiz kenarl bir
gbrinim alir. Hasarin siddetine gore merkezden kenara dogru uzama olur. Bu
g6rinime uzama ya da dislik migrasyon denir. Hasar arttikca hicreler kuyruklu yildiz
seklini alir ve yuksek migrasyon olarak degerlendirilir. Bu uzama hasar ile dogru
orantihdir. Ayrica kuyruktaki floresan yodunlugu da hasarin derecesine paraleldir.
(Gundogdu 2012).

Komet analizi, hem bilgisayar hem de gorsel tabanli bir analizdir.

a) Gorsel Analiz: Gorsel analize gére DNA super halkasi (kometler) DNA goc¢
uzunluguna goére 5 kategoride degerlendirilir. Sayma islemi i¢cin her lamdan
rastgele 100 DNA super halkasi (komet) segilir ve her birine igcinde bulunduklari
kategoriye gore bir deger verilir (0, 1, 2, 3 veya 4). Her bir kategorideki DNA
super halkasi (komet) sayisi belirlenerek 6zel formuller ile DNA hasari belirlenir
(Green vd 1996).

b) Bilgisayarl Gorintii Analizi: Komet yonteminde preparat incelenirken gorintu
analizi yapilabilmesi igin floresan parametrelerini hesaplayacak ¢ok sayida
yazilim bulunmaktadir. Mikroskop Uzerine monte edilen kapali sistem dijital
kamera baglantisi ile otomatik olarak DNA super halkalarinin (kometlerin)
goruntileri degerlendirilir. Programlar comet basini kuyruktan ayirt edebilecek
ve kuyruk uzunlugu, bas ve kuyruktaki floresans yuzdesi, kuyruk momenti gibi
cesitli degiskenleri belirleyebilecek sekilde yapilmigtir (Green vd 1996).
Didenko’ya gore (2006) DNA pargalari, bas ve kuyruk olarak iki ana bdlime

ayrilmakta, bas ve kuyruk uzunlugu [BU ve KU, um] ve bas ve kuyruk kismindaki rélatif
floresan yodunlugu [bas ve kuyruk kismindaki DNA ytzdesi sirasi ile, % B-DNA ve %
K-DNA olarak ifade edilir], kuyruk momenti [KM, um olarak ifade edilir, % K-DNA ile
KU’nun carpiminin 100’e bdlinmesi ile edilen bir degerdir] ve kuyruk migrasyonu [bas
kisminin kenarindan kuguk saptanabilir fragmana DNA goginin uzunlugu] kullanilan
parametreler arasindadir. Yapilan ¢alismalarda, bas ve kuyruk uzunlugunun ¢ok fazla
anlaml olmadigi ortaya c¢ikmigtir. Sadece kuyruklar ilk olusmaya basladigi ve genellikle
de dlUslk hasar seviyesini gdsteren dénemde artmaktadir. Hasar miktar arttikca

kuyruk, yogunluk bakimindan artmaktadir. Rolatif kuyruk yogunlugu en kullanigli
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parametredir; kirilma frekansi ile dogru bir oranti gdstermektedir. Arka zemin
ayarlarindan etkilenmez ve en genis aralikta DNA hasarinin fark edilmesine olanak

tanir.

3.9.4. Komet Analizinde Preparat Degerlendirilmesi

Didenko’ya goére (2006) DNA sulper halkasi (komet) rasgele secilmeli ve tim jeli
temsil etmelidir. Jel sistematik bir sekilde taranmalidir. Kenar bodlgeler, hava
kabarciklarinin kenarlari ihmal edilmelidir. Bu bélgelerde genellikle anormal hasar
gérilir. Ust Uste binen DNA siiper halkalarinin analizi, bilgisayar analiz ydntemlerinin
kullanimiyla mimkin degildir. Ancak, Ust tste binen DNA super halkalarinin kuyruklari
oldukca uzundur. Eger cok fazla sayida st Gste binen DNA slper halkalari goz ardi
edilirse, hasar goérmemis az kuyruklu DNA super halkalarina énemli derecede egilim
olusabilir. Bu durumda, jel hazirlanirken hicre yogunlugunun iyi ayarlanmasi

gerekmektedir.

3.9.5. Komet Analizi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Solusyon, histon serbestlenmesini ve DNA'nin aciimasini saglar. Elektroforezde
DNA kiriklari anota dogru hareket ederler ve kometin kuyruklu yildizini meydana
getirirler. Elektorforezden sonra lamlar nétralizasyon solisyonunda 5 dk bekletilir. Bu
islem 3 kez tekrar edilir ve lamlar boyanir. Lamlar optik mikroskop ya da floresan
mikroskopta degerlendirilir (Azqueta vd 2013, Rojas vd 1999). Géruntinin otomatik
yontem ile deg@erlendiriimesi yogunluk parametrelerine dayanir. Nukleotidlerin
geometrik Ozelliklerine ve yaydiklari floresan yogunluga goére bas uzunlugu, kuyruk
uzunlugu, bas yogunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti, kuyruk migrasyonu
degerlerini, bilgisayar yaziliminda otomatik olarak belirler (McKelvey vd 1993).

Eger DNA kiriklari olusmussa, goruntide elektroforetik alanda anoda dogru gé¢
etmis olarak bulunurlar. Olugan komet yapisinin anoda dogru goé¢ eden kuyruk
bolimuinde DNA kiriklari bulunurken bas kisminda ise hasar olusmamis DNA yer alir
(Araldi vd 2015).

3.9.6. Komet Analizi Yontemi

1. Hucreler 75'lik flasklara 2x10° hiicre olacak sekilde ekildi.
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. Yukarida tarif edilen deney gruplarina belirtilen dozlarda hidrojen peroksit, E

vitamini ve Crithmum Maritimum ugucu yagi eklendi ve belirtilen sirelerde
inklibe edildi.

Flasklardaki DPSC hucreleri, 5 ml kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS
(fosfat tampon tuzu) ile yikandi ve PBS uzaklastirildi.

Flasklardaki hlcreler tripsinizasyon iglemi ile kaldirildiktan sonra hucreler
Uzerine 4 ml besi ortami ilave edildi, 15’lik falcon tipe alinip 1500 rpm de 5
dakika santrifij edildi. Santrifij islemi sonrasinda slpernatan kisim
uzaklastirildi ve hicreler Gzerine 150 yl PBS eklendi.

Olusan slspansiyondan 20 ul alinip kalsiyum ve PBS ile 37 °C’de hazirlanan
%0,5’lik, 60 pl disuk erime noktali agaroz (DENA) jel ile restispanse edildi.

80 pl olan slUspansiyon, bir gin énceden %0,75’lik normal erime noktali agaroz
(NENA) jel ile kaplanmis olan lam Uzerine ince bir tabaka halinde dokuldu ve
homojen dagiimasi igin Uzerine lamel kapatildi.

Preparat +4 °C'de 20 dakika bekledikten sonra lamel kaldirilip lamin Gzeri 3.
tabakayi olusturan 75 pl %0,5'lik dislk erime noktali agaroz (DENA) jel ile
kaplandi ve Uzerine lamel kapatilip tekrar +4 °C'de 20 dakika beklendi.
Sonrasinda lamel kaldirilip lam hdcresel proteinleri uzaklastirmak amaciyla,
membranlari kaldiran hiicresel surfaktanlardan Triton X-100 iceren, pH’1 10 olan
soguk lizis tamponu ile 120 dakika boyunca +4 °C’de muamele edildi. Lizis
isleminden sonra lamlar distile sudan gegirildi.

Sonrasinda lamlar yatay elektroforeze aktarildi ve histon serbestlenmesini ve
DNA’nin acilmasini saglayan 10 N sodyum hidroksit, 200 mM EDTA ve distile
su ile hazirlanmis pH 13 olan alkalin elektroforez soliisyonuda, karanlikta 30
dakika sure ile inkUbe edildi.

Elektroforez islemi DNA hasari olmamasi icin +4 °C’de, 300 mA ve 20 V’'da 30
dakika boyunca devam etti. Elektroforezde DNA kiriklari anoda dogru hareket
ederler ve kometin kuyruklu yildizini meydana getirirler. E§er DNA Kkiriklari
olusmussa, goruntlide elektroforetik alanda anoda dodru goé¢ etmis olarak
bulunurlar. Olusan komet yapisinin anoda dogru gé¢ eden kuyruk béliminde
DNA kiriklari bulunurken bas kisminda ise hasar olusmamis DNA yer alir.
Elektroforez islemini takiben, lamlar, 0.4 M Tris ve distile su ile hazirlanan pH
7.5 olan notralizasyon solusyonunda, alkalin ve deterjanlarn uzaklastirmak
amaciyla 3 kez 5 dakika +4 °C’de yikandi.

Daha sonra lamlar 60 pl etidyum bromir (2 pl/ml) ile boyanarak floresan
mikroskobunda incelendi. “Comet assay IV system (AutoComet)” programiyla
DNA hasari dederlendirildi.
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Goruntinin otomatik yontem ile degerlendiriimesi yodunluk parametrelerine
dayanir. Nukleotidlerin geometrik Ozelliklerine ve yaydiklari floresan yogunluga gore
bas uzunlugu, kuyruk uzunlugu, bas yogunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti,
kuyruk migrasyonu degerlerini, bilgisayar yaziliminda otomatik olarak belirler (Araldi vd
2015).

3.10. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS (Stastistical Package for Social Sciences) 21.0 paket programiyla
analiz edilmistir. Surekli degiskenler ortalamazstandart hata (SH) olarak verilmistir.
Olglimler arasindaki bagimsiz grup karsilastirmalarinda Kruskal Wallis Varyans Analizi
ve takiben Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullaniimistir. istatistiksel olarak

p<0.05 degerleri anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Genotoksisitenin Belirlenmesi

4.1.1. Bag Uzunlugunun Belirlenmesi

Bas uzunlugunun sifirinci saatteki ortalamalari Tablo 4.1 de gosterilmistir.
Sifirinci saatteki gruplar karsilastirildiginda, bas uzunlugunda, 2HP grubu hari¢ diger
gruplarda kontrole gére anlaml azalma géruldia (p=0.000). Kontrol ile 2HP grubunun
bas uzunlugu ortalamalari yakin degerlerde olup aralarinda anlamh farklilik
bulunamamistir (p>0.05). Bas uzunlugunun 24. saatteki ortalamalari Tablo 4.2 de
gOsterilmistir. Bas uzunlugunda 24. saatte tim gruplar arasinda anlamlilik varken
(p=0.007); ikili karsilastirmalarda kontrol grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamh farklihk gézlenmemigtir. Sadece E6HP grubunun ortalamasinin E2HP
grubuna gbre anlaml olarak arttigi gézlendi (p=0.003). Kirk sekizinci saatteki bas
uzunlugu ortalamalari Tablo 4.3 de gosterilmistir. Kirk sekizinci saatteki gruplar
karsilastiriidiginda, 6HP ve E2HP bas uzunlugu ortalamalarinin kontrole gére anlaml
olarak azaldigi gosterilmistir (p=0.000). Yetmis ikinci saatteki bas uzunlugu ortalamalari
Tablo 4.4 de gosterilmigtir. Yetmis ikinci saatteki gruplar karsilastirildiginda, 2HP ve
6HP hari¢ diger tim gruplarin bas uzunlugu ortalamalari kontrole gére anlamli farklilik
gosterdi (p<0.05). Sadece E6HP ve CM6HP’nin ortalamalari artarken diger gruplarin
ortalamalari azalmistir, Sekil 4.1.

Ayrica tum gruplarin kendi iglerinde 0, 24, 48 ve 72. saatlerdeki olcumleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olup olmadigi degerlendiriimistir. Kontrol
grubunun 0. saatteki bas uzunlugu ortalamasi en yuksek, 48. saatteki dlgim 0. Saatteki
Olcime yakin degerdedir, aralarinda anlamli farkliik yoktur. 24. ve 72. saatlerdeki
Olcimler, 0. ve 48. saattekilerden dusik olup 24 saat sonraki 6lgim 0. ve 48. saatteki
ortalamalardan, 72. saatteki 6lgim de 0. saatteki dlgimden anlamli olarak azalmigtir
(p=0.000), Sekil 4.2.
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2HP grubu kendi icinde degerlendirildiginde 0. saatteki bas uzunlugu
ortalamasina goére 24. ve 72. saatlerdeki 6lgiimler anlamli olarak dusik bulunmustur
(p<0.05). Diger saatler arasinda anlamli fark gézlenmemistir, Sekil 4.4.

Bas uzunlugu, 6HP grubu iginde degerlendirildiginde 0. saat ile 24. ve 72. saat
ve 48. saat ile 24. ve 72. saatteki degerler arasinda anlamli fark gérilmustar (p<0.05),
Sekil 4.6.
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Sekil 4.1 Gruplar arasinda bas uzunlugunun degerlendirilmesi
*; kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
#; 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlihgi ifade eder, p<0.05
¥ ; 6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
1 ; E 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
Y ; E 6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlihgi ifade eder, p<0.05
a; CM 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamhhg ifade eder, p<0.05

E vitamini uygulanan gruplar kendi iginde de@erlendirildiginde en dusuk bas
uzunlugu ortalamasi 0. saatte 6lgulmuis, 24. ve 48. saatteki ortalamalardan anlaml
olarak disuk bulunmustur. E2HP grubunun 72. saat ortalamasi 24 ve 48. saattekinden
anlamh olarak disikken (Sekil 4.8) tam tersine E6HP grubunun ortalamasi anlamli
olarak fazladir (Sekil 4.10). E vitamini uygulanan tim gruplarda sadece 24. ve 48. saat
Olgumlerinde anlamli farklilik olmayip dider zamanlar arasindaki fark anlamhdir
(p<0.05).

CM uygulanan gruplarda bas uzunlugu ortalamalari 0, 24, 48. saatlerde
zamanla istatistiksel olarak artmakla beraber (p<0.05) CM6HP’nin 72. saatteki ile
48.saatteki ortalamalari arasinda, CM2HP’nin 72. saatteki ile 0. saatteki ortalamalari

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur, Sekil 4.11, Sekil 4.13.
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Sekil 4.2 Kontrol grubunun tiim parametrelerinin grup i¢i dederlendiriimesi
Kiimelenmis sltunlarda ayni isaretin taginmasi anlamliligi ifade eder, p<0.05.

4.1.2. Kuyruk Uzunlugunun Belirlenmesi

Kuyruk uzunlugunun sifirinci saatteki ortalamalari Tablo 4.1 de gosterilmistir.
Sifirinci saatteki gruplar karsilastirildiginda, kuyruk uzunlugunda, E2HP ve CM6HP
gruplar hari¢ diger gruplarda kontrole gére anlamli farkhlik goérUlmustir (p<0.05).
Kontrol grubuna goére 2HP, 6HP, CM2HP ortalamalari artarken E2HP, EG6HP ve
CM6HP ortalamalari azalmistir. Yirmi dordincu saatteki ortalamalari Tablo 4.2 de
goOsterilmistir.  Yirmi  dordincU  saatteki gruplar karsilastirildiginda,  kuyruk
uzunlugundaki artis 2HP, 6HP, E6HP gruplarinda kontrole gére anlamli iken (p<0.05);
E2HP, CM2HP, CM6HP gruplarindaki artis kontrole gore anlamh degildi. Kirk sekizinci
saatteki ortalamalari Tablo 4.3 de gdsterilmigtir. Kirk sekizinci saatte gruplarin kuyruk
uzunluklari ortalamalari karsilastirildiginda 2HP, 6HP, E2HP gruplarinda kontrole gére
anlamli farkhhk varken (p=0.000); E6GHP, CM2HP, CM6HP gruplarinda yoktu. Kontrole
g6re 2HP, CM2HP ve CM6HP ortalamalar artarken; 6HP, E2HP ve EG6HP ortalamalari
azalmigtir. Yetmis ikinci saatteki gruplar karsilastirildiginda, kuyruk uzunlugunda 6HP,
E2HP, CM2HP gruplarinda kontrole gére istatistiksel olarak anlamh farklilik varken
(p=0.000); 2HP, E6HP, CM6HP gruplarinda anlamli farklilik yoktu. Kontrole gére 2HP
ve 6HP ortalamalari atarken; E2HP, E6HP, CM2HP ve CM6HP ortalamalari
azalmaktadir, Sekil 4.3.
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Sekil 4.3 Gruplar arasinda kuyruk uzunlugunun degerlendirilmesi
*; kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
#; 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlihgi ifade eder, p<0.05
¥ ; 6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
1 ; E 2 HP grubu ile dider gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
Y ; E 6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlihgi ifade eder, p<0.05
a; CM 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamhhgi ifade eder, p<0.05

Kontrol grubunun kendi icinde 0, 24, 48 ve 72 saatteki kuyruk uzunluklari
zamana bagli olarak artis gostermekle beraber 0 ile 24 saatleri arasindaki fark
anlamhlik ifade etmemektedir. Diger tim zamanlardaki ortalamalar arasindaki fark
anlamlidir (p<0.05), Sekil 4.2.

2HP grubunun ortalamalari tim zamanlarda birbirlerine yakin degerlerde olup
aralarinda anlamli farkhlik bulunamamistir, Sekil 4.4. 6HP grubunda kuyruk uzunlugu
acisindan 24 ve 72. saatteki Olgumler arasinda anlamli fark yokken diger gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.000), Sekil 4.6.

E2HP grubunda O ile 48. saatteki ve 24 ile 72. saatteki kuyruk uzunluklari
aralarinda anlamlilik yoktur. Diger tim zamanlar ikili karsilastirildiinda aralarinda
anlamli farkhhik oldugu gorulmektedir (p=0.000), Sekil 4.8. E6GHP grubunda kuyruk
uzunluklar karsilastirildiginda ise 24. ile 48.saat arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark yokken diger tim zamanlar arasinda anlamli fark bulunmaktadir (p=0.000), Sekil
4.10.

CM2HP grubunun kendi igerisindeki kuyruk uzunlugu karsilastiriimasinda 24 ile
72. saatteki ve O ile 48. saatteki Olgumler arasinda anlamliik yokken diger tim
zamanlar arasinda anlamh farklilik bulunmaktadir (p<0.05), Sekil 4.11. CM6HP grubu
icinde 48 ile 72. saatteki ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

g6zlenmezken diger tim zamanlar arasindaki fark anlamhdir (p=0.000), Sekil 4.13.
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Sekil 4.4 2HP grubunun tim parametrelerinin grup ici degerlendiriimesi
Kiimelenmis sltunlarda ayni isaretin taginmasi anlamliligi ifade eder, p<0,05.

4.1.3. Bas Yogunlugunun Belirlenmesi

Bas yogdunlugunun sifirinci saatteki ortalamalar Tablo 4.1 de go6sterilmistir.
Sifirinci  saatteki gruplar karsilastirildiginda, tim gruplarin  bas yogunlugu
ortalamalarinin kontrole gére anlamli olarak azaldigi gérulda (p=0.000). Yirmi dérdlnct
saatteki ortalamalari Tablo 4.2 de gosterilmistir. Yirmi dordinclu saatteki gruplar
karsilastirildiginda, tim gruplarin bas yogunlugu ortalamalarinin kontrole gére anlamli
olarak azaldigi goéruldu (p=0.000). Kirk sekizinci saatteki ortalamalari Tablo 4.3 de
gosterilmistir.  Kirk sekizinci saatteki gruplar karsilastinildiginda, bas yogunlugu
ortalamalarindaki azalma 2HP, 6HP, CM2HP gruplarinda kontrole gére anlamli olarak
farkli idi (p<0.05). E6GHP grubunun ortalamasi kontrole yakin olarak élguldi ve E2HP,
CM6HP gruplarinin ortalamasi kontrole goére artarken bu U¢ grupta kontrole gore
anlamh farkhlik gozlenmedi. Yetmis ikinci saatteki ortalamalari Tablo 4.4 de
gOsterilmistir.  Yetmis ikinci saatteki gruplar karsilagtirildiginda, bas yogunlugu
ortalamalarinda CM6HP grubu hari¢ diger tim gruplarda kontrole gére anlamli bir
azalma gorulda (p<0.05), Sekil 4.5.
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Sekil 4.5 Gruplar arasinda bas yogunlugunun degerlendirilmesi
* ; kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
#; 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
¥ ;6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlihg ifade eder, p<0.05
1 ; E 2 HP grubu ile dider gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
Y ; E 6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
a; CM 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
Kontrol gruplarinin kendi iclerinde 0, 24, 48 ve 72 saat sonraki ortalamalarinda
zamanla azalma go6zlenmekle beraber bu azalma 48. ile 72. saat arasinda istatistiksel
olarak anlamh degilken diger tim zamanlar ikili karsilastirildiginda aralarindaki fark
anlamhidir (p<0.05), Sekil 4.2.
2HP grubunun bas yogunlugu grup icinde degerlendirildiginde sadece 0. ile 24.
saatler arasinda istatistiksel olarak anlaml farkhlik goézlenmistir (p<0.05), Sekil 4.4
6HP grubunda 24 ile 48 ve 48 ile 72. saatlerdeki bas yogunluklari arasinda anlamh
farklilik bulunmazken diger tim zamanlarin ikili karsilastiriimasinda aralarinda ganlamli

farklilik tespit edilmistir (p<0.05), Sekil 4.6.
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Sekil 4.6 6HP grubunun tim parametrelerinin grup ici degerlendiriimesi
Kimelenmis sltunlarda ayni isaretin taginmasi anlamlilig ifade eder, p<0.05.

E2HP grubunda tUm zamanlardaki bas yogunlugu ortalamalari ile 48. saatteki
ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik bulunmakta (p=0.000) ancak
diger zamanlar arasinda anllamli farklilik yoktur, Sekil 4.8. EGHP grubunda ise sadece
24 ve 48. saatteki ortalamalar arasinda anlamli farkhlik gézlenmistir (p<0.05), Sekil
4.10. Bas yogunlugu CM2HP grubunda sadece 48. saatteki ortalama ile 24. ve 72.
saatteki ortalamalar arasindaki fark anlamhdir (p<0.05), Sekil 4.11. CM6HP grubunda
ise 72. saatteki bas yogunlugu 48. saattekine gore anlaml olarak dusukken 24 ile 72.
saatteki karsilastirmalar hari¢ diger tium zamanlardaki 6lgimler arasindaki fark
anlamlidir (p<0.05), Sekil 4.13.

4.1.4. Kuyruk Yogunlugunun Belirlenmesi

Kuyruk yogunlugunun sifirinci saatteki ortalamalari karsilastirildiginda, tim
gruplarin kuyruk yogunlugu ortalamalarinin kontrole gére anlamh olarak arttigr goéruldi
(p=0.000), Tablo 4.1. Yirmi dordincl saatteki ortalamalari Tablo 4.2 de gosterilmistir.
Yirmi doérdinci saatteki gruplar karsilastirildiginda, tim gruplarin kuyruk yodunlugu
ortalamalarinin kontrole goére anlamli olarak arttigi gorildi (p=0.000). Kirk sekizinci
saatteki gruplar karsilastirildiginda, kuyruk yogunlugu ortalamalarindaki artis 2HP,
6HP, CM2HP gruplarinda kontrole gére anlamli olarak farkl idi Tablo 4.3, (p=0.000).
E2HP ortalamasi kontrole yakin, E6HP ortalamasi kontrolden yliksek, CM6HP
ortalamasi kontrolden duguk olarak dlgulmesine ragmen kontrole gére anlamli farkhhk
gbzlenmedi. Yetmis ikinci saatteki ortalamalari Tablo 4.4 de gdsterilmigtir. Yetmis ikinci

saatteki gruplar karsilastirildiginda, kuyruk yogunlugunda tim  gruplarin
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ortalamalarinda kontrole goére artis go6zlenirken; CM6HP grubu hari¢ diger tim

gruplarda kontrole gore anlamli farklilik géruldu (p<0.05), Sekil 4.7.
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Sekil 4.7 Gruplar arasinda kuyruk yogunlugunun degerlendiriimesi

; kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05

; 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamhligi ifade eder, p<0.05

; 6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlilidi ifade eder, p<0.05

; E 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlihg ifade eder, p<0.05

; E 6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlihgi ifade eder, p<0.05

; CM 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamhhgi ifade eder, p<0.05

*

Qo< o K It

Kontrol grubunun kendi icinde 0, 24, 48 ve 72. saatlerdeki kuyruk yogunluklari
karsilastirildiginda sadece 48 ve 72. saatteki ortalamalari arasinda anlamlilik yokken
diger tim zamanlar arasinda anlamlilik bulunmaktadir (p<0.05), Sekil 4.2.

2HP grubunda 48 ile 24 ve 72. saatler arasinda anlamlilik bulunmazken diger
tim zamanlardaki karsilastirmalarda aradaki fark anlamhdir (p<0.05), Sekil 4.4.

6HP grubunda sadece 24 ile 48 ve 72. saatlerdeki kuyruk yogunluklari arasinda
anlamli farkhhk bulunamamigken diger zamanlar arasinda anlamli farkhlik géralmastar
(p<0.05), Sekil 4.6.

E vitamini uygulanan gruplarda en disik ortalama 48. saatte o6lgllmustir.
E2HP grubunda sadece 48. saat kuyruk yogunlugu ortalamalari ile 0. ve 24. ve 72.
saat ortalamalari arasinda anlaml farkhlik bulunmaktadir (p=0.000), Sekil 4.8. EGHP
grubunda ise 48. saatteki kuyruk yogunlugu 24. saatteki degerden anlamli olarak daha
azdir (p<0.05), Sekil 4.10.
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Sekil 4.8 E2HP grubunun tim parametrelerinin grup ici degerlendiriimesi
Kimelenmis sltunlarda ayni isaretin taginmasi anlamlilig ifade eder, p<0.05.

CM2HP grubunda en ylksek ortalama 48 saat sonra dlgtlmustir. Bu grupta 24.
ve 72. saatteki ortalamalar, 48. saatteki ortalamalardan anlamh olarak azdir (p<0.05).
Diger zamanlar arasinda anlamlilik bulunmamaktadir, Sekil 4.11. CM6HP grubunda en
dusuk ortalama 48 saat sonra ve en ylUksek ortalama 0. saatte dl¢ilmuUstir. Sadece 24
ve 72. saatteki kuyruk yodunluklari arasinda istatistiksel olarak anlaml fark yokken

diger zamanlar arasindaki farklar anlamhdir (p<0.05), Sekil 4.13.

4.1.5. Kuyruk Momentinin Belirlenmesi

Kuyruk momentinin sifirlnci saatteki ortalamalari Tablo 4.1 de gdsterilmistir.
Sifirinci  saatteki gruplar karsilastirildiginda, tim gruplarin  kuyruk momenti
ortalamalarinin kontrole gére anlamh olarak arttigi goralda (p=0.000). Yirmi dérdincu
saatteki ortalamalari Tablo 4.2 de gosterilmistir. Yirmi dordinclu saatteki gruplar
karsilastirildiginda, tim gruplarin kuyruk momenti ortalamalarinin kontrole gére anlamli
olarak arttigi goéruldu (p=0.000). Kirk sekizinci saatteki ortalamalari Tablo 4.3 de
gosterilmistir. Kirk sekizinci saatteki gruplar karsilastirildiinda, kuyruk momenti
ortalamalarindaki artis 2HP, 6HP, CM2HP gruplarinda kontrole gére anlaml olarak
farkh idi (p=0,000). E2HP ve CMG6HP grubunun ortalamasinin azalmasi, E6HP
grubunun ortalamasinin artmasi kontrole gére anlamli olarak farkli degildi. Yetmis ikinci
saatteki ortalamalarn Tablo 4.4 de gosterilmistir. Yetmis ikinci saatteki gruplar
karsilastirildiginda, kuyruk momentinde tim gruplarin ortalamalarinda kontrole gore
artis gozlenirken; E2HP ve CM6HP gruplar hari¢ diger tim gruplarda kontrole goére
anlamli farkhlik goraldd, (p<0.05), Sekil 4.9.



46

25

#
2
1S
3
=
€15
()
€
[e)
=
h'4
<10
2
>
i’ *
#
* m
> # o -
ok og . " ¥y
¥ og oy ¥ v st 4

Kontrol

Evit 2 HP Evit 6 HP CM 2 HP
Eksen Baghgi

M0saat D24saat W48saat [172saat

Sekil 4.9 Gruplar arasinda kuyruk momentinin degerlendirilmesi

; kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlilidi ifade eder, p<0.05
#; 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05

¥ ; 6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlihg ifade eder, p<0.05

1 ; E 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
Y ; E 6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
a; CM 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamhhgi ifade eder, p<0.05

*

Kontrol grubunun kendi igcinde 0., 24., 48. ve 72. saat kuyruk momentum
degerleri zamana bagli olarak artis géstermis bu artiglar 48. ile 72. saatler arasinda
anlamli degilken diger zamanlar arasinda anlamli oldugu goérilmustir (p<0.05), Sekil
4.2.

2HP grubunun en yiksek kuyruk momenti ortalamasi 24 saat sonra olglimustir
ve 0. ve 72. saatteki ortalamalardan anlamli olarak fazladir (p<0.05), Sekil 4.4. 6HP
grubunda ise kuyruk momentumlari 24. saat ile 48. ve 72. saatleri arasinda anlaml
farkhilk gostermezken diger tim zamanlar arasinda istatistiksel olarak anlamli degisim
gOstermektedir (p<0.05), Sekil 4.6.

E2HP grubunda en yiksek kuyruk momentumu 24. ve 72. saatte goralmagtur.
Ancak sadece 48. saat ile 0. ve 24. ve 72. saat arasinda istatistiksel anlamh fark
bulunmaktadir (p=0.000), Sekil 4.8. E6HP grubunda en ylksek ortalama 72 saat sonra
Olclimustur ve bu zamandaki kuyruk momentumu ile 0. ve 48. saatteki ortalamalar ile
aralarindaki fark anlamli bulunurken (p<0.05); 24. saatteki degerler arasinda anlamh
degisim gozlenmemistir. Bunun yaninda O saatteki ortalamalar 24. saattekilerden
anlamli olarak azdir (p=0.000), Sekil 4.10.
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Sekil 4.10 E6HP grubunun tim parametrelerinin grup ici degerlendiriimesi
Kimelenmis situnlarda ayni isaretin tasinmasi anlamliligi ifade eder, p<0.05

CM2HP grubunda en ylksek ortalama 0. saatte daha sonra 48. saatte
Olculmustur. Ancak sadece 48. saatteki ortalamalar ile 24. ve 72. saattekiler arasinda
anlamh farkhlik vardir (p<0.05). Diger zamanlardaki ortalamalar arasinda anlamlilik
bulunmamaktadir, Sekil 4.11. CM6HP grubunda ise kuyruk momentumu 24. saat ile 48
ve 72. saatleri arasinda anlamlilik gostermezken diger tum zamanlar arasinda anlamli
farkhlk tespit edilmistir (p<0.05), Sekil 4.13.
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Sekil 4.11 CM2HP grubunun tiim parametrelerinin grup igi degerlendirilmesi, ort + S.H.
Kimelenmis sutunlarda ayni isaretin taginmasi anlamliligi ifade eder, p<0.05
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4.1.6. Kuyruk Migrasyonunun Belirlenmesi

Kuyruk migrasyonunun sifirinci saatteki ortalamalari Tablo 4.1 de gdsterilmistir.
Sifirinci  saatteki gruplar karsilastirildiginda, tim gruplarin  kuyruk migrasyonu
ortalamalarinin kontrole goére anlaml olarak arttigr gorulda (p=0.000). Yirmi dérduncu
saatteki ortalamalari Tablo 4.2 de gosterilmistir. Yirmi dérdincl saatteki gruplar
karsilastirildiginda, kuyruk migrasyonu ortalamalarindaki artis 2HP, 6HP, CM2HP
gruplarinda kontrole goére anlamli olarak farkhydi (p<0.05). E2HP, E6HP, CM6HP
gruplarindaki ortalamalardaki azalma kontrole goére anlamli olarak farkli degildi. Kirk
sekizinci saatteki ortalamalari Tablo 4.3 de gosterilmistir. Kirk sekizinci saatteki gruplar
karsilastirildiginda, 2HP, 6HP gruplarindaki kuyruk migrasyonu ortalamalarindaki artis
kontrole gore anlamh olarak bulundu (p=0.000). Kontrole goére E2HP, EG6HP
ortalamalari azalirken; CM2HP, CM6HP gruplarinin ortalamalari artarken anlamh
farklihk goézlenmedi. Yetmis ikinci saatteki ortalamalari Tablo 4.4 de gdsterilmigtir.
Yetmis ikinci saatteki gruplar karsilastirildiginda, kuyruk migrasyonu ortalamalarinda
6HP grubundaki artig, E6GHP, CM2HP ve CM6HP gruplarindaki azalmanin kontrole
gore istatistiksel olarak anlaml oldugu gérildi (p<0.05). Kontrole gére 2HP grubunun
kuyruk migrasyonu ortalamasindaki artis ve E2HP grubunun ortalamasindaki azalma
anlamli degildi, Sekil 4.12.
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Sekil 4.12 Gruplar arasinda kuyruk migrasyonunun degerlendiriimesi
* ; kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
#; 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
¥ ; 6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamhhgi ifade eder, p<0.05
1 ; E 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
Y ; E 6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
a ; CM 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamhhg ifade eder, p<0.05
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Kontrol grubunun kuyruk migrasyonu degerleri arasinda tum zamanlarda
anlamli farkhlik gézlenmigtir (p<0.05), Sekil 4.2.

2HP grubunda en ylksek kuyruk migrasyonu 24. saatte Olgcliimis olup 24.
saatteki ortalamalar ile dijer zamanlardaki ortalamalar arasindaki fark anlamhdir
(p<0.05), Sekil 4.4.

6HP grubunda ise kuyruk migrasyonu sadece 24. ve 72. saatler arasinda
anlamh degisim gdstermezken diger tim zamanlardaki degerler arasinda anlamli
farkhilhk gézlenmistir (p=0.000), Sekil 4.6.

E2HP grubunda en ylksek kuyruk migrasyonu 0. saatte, en dlsikse 48. saatte
Olclilmustur. Tim zamanlardaki ortalamalar arasinda anlamh farklilk gézlenmistir
(p<0.05), Sekil 4.8. E6HP grubunda ise sadece 72. saatteki ortalamalar ile diger
zamanlarda olcimler arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliik bulunmustur
(p=0.000), Sekil 4.10.

CM uygulanan gruplarda en yuksek ortalama 0. saatte Ol¢ulmugstir. CM2HP
grubunda sadece 24. saatteki ortalamalar ile 48. ve 72. saattekiler arasinda anlamli
farklilik gorulmemis diger tum zamanlardaki kuyruk migrasyonu arasinda anlamli fark
vardir (p<0.05), Sekil 4.11. CM6HP grubunda ise tum zamanlardaki ortalamalar
arasinda anlamli degisim gézlenmistir (p<0.05), Sekil 4.13.
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Sekil 4.13 CM6HP grubunun tim parametrelerinin grup ici degerlendirilmesi
Kimelenmis sutunlarda ayni isaretin tagsinmasi anlamliligi ifade eder, p<0.05

Sekil 4.14 Calismamizdaki hasarsiz komet gorlintiist (solda), hasarli komet gorintiisti (sagda)



Tablo 4.1 Tum gruplarin sifirinci saatteki komet parametrelerinin karsilastiriimasi, ort+S.S.
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Kontrol 2 HP 6 HP E 2HP E 6HP CM 2HP CM 6HP P
BU um 49,82+5,33 49,57+9,51 39,04423,31%° 30,02+4,26*"° 34,37+3,59*"¢ 41,10+8,54*>°%¢ 33 63+4,17>>%" 0,000
KU pm 22,93+3,43 37,97+9,52° 89,03+34,23% 21,42+3,03°° 20,4612,97*"¢ 28,197,07*>%¢ 22 71x2,77>°¢ 0,000
BY %DNA 98,09+4,07 87,69+14,68% 49,91£23,11%° 87,80+7,16%° 90,08+5,96*° 86,00+£11,63™° 81,24+8,51*>°%“*" 0,000
KY %DNA  1,90+4,07 12,3+14,68° 50,08423,11%" 12,19+7,16*° 9,9145,96%° 13,99+11,63%¢ 18,758,51*"%*" 0,000
KMo um 0,25+0,58 2,46+3,70° 18,25+15,18%° 1,41+0,96*° 1,13+0,86*° 2,242 19%° 2,24+1,03*>°%¢ 0,000
KMi pm 0,97+2,00 13,18+10,40° 69,51+39,33*" 6,71+2,93° 3,80+2,08*"°¢ 8,52+5,82%%¢ 5,99+2,37%"%¢ 0,000

& kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki anlamhligi ifade eder, p<0.05
2 HP grubu ile dider gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlildi ifade eder, p<0.05
% E 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
% E 6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlihgi ifade eder, p<0.05

"CM 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamhligi ifade eder, p<0.05

p= Tum gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder
BU: Bas Uzunlugu, KU: Kuyruk Uzunlugu, BY: Bas Yogunlugu,
KY: Kuyruk Yogunlugu, KMo: Kuyruk momenti, KMi: Kuyruk Migrasyonu



Tablo 4.2 Tum gruplarin yirmi dordincu saatteki komet parametrelerinin kargilastiriimasi, ort+S.S.

o1

Kontrol 2 HP 6 HP E 2HP E 6HP CM 2HP CM 6HP P
BU pm 42,15+¢10,71  42,98+15,96 45,39+12,46 42,67+5,63 45,72+5,51¢ 44,05+6,43 45,32+4,48 0,007
KU pm 23,18+7,60 39,83+14,33% 43,92+18,66" 23,24+2,93"° 25,77+3,25*>°% 25 15+3,31"° 24,81+2,61°° 0,000
BY %DNA  95,17+8,80 73,01£26,16% 83,51+19,92° 87,36+8,22° 87,75+7,05 89,21+6,01° 90,1345,74%° 0,000
KY %DNA  4,82+8,80 37,76+28,82° 29,56+29,72° 12,38+7,96*°° 12,24%7,05*" 10,7846,01°° 9,8615,74*"° 0,000
KMo pm 0,69+1,45 7,53+7,91° 6,23+9,46° 1,63x1,16*" 1,61+0,93*" 1,54+0,94%" 1,290,83%"° 0,000
KMi um 3,73%5,68 23,07+17,81% 25,66+23,25% 3,5812,45° 3,41£1,71°¢ 4,08+2,26°"° 2,48%1,46>°¢ 0,000

& kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
2 HP grubu ile dider gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
“6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlihg ifade eder, p<0.05

% E 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
% E 6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlihgi ifade eder, p<0.05
p= Tum gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder

BU: Bas Uzunlugu, KU: Kuyruk Uzunlugu, BY: Bas Yogunlugu,

KY: Kuyruk Yogunlugu, KMo: Kuyruk momenti, KMi: Kuyruk Migrasyonu



Tablo 4.3 Tim gruplarin kirk sekizinci saatteki komet parametrelerinin karsilastiriimasi, ort+S.S.

52

Kontrol 2 HP 6 HP E 2HP E 6HP CM 2HP CM 6HP p
BU pm 48,02+5,59 47,62+14,20 35,374,23*° 42,304,11*"¢ 45,19+5,16°¢ 48,11+6,28°¢ 48,90+4,99%¢ 0,000
KU pm 26,91+2,77 38,23+11,62° 23,97+2,94*° 21,64+2,61%"° 25,27+2,66"°° 27,35+3,20°°%¢  27,58+2,52°%%¢ 0,000
BY %DNA 91,71%5,66 77,81422,68% 81,70+9,10° 92,9445,59>¢ 91,20+4,77°¢ 85,716,20*° 93,184,21>° 0,000
KY %DNA  7,52+4,58 30,87+26,08" 18,2949,10% 7,05£5,59°° 8,79+4,77°° 14,2816,20*°  6,81+4,21>° 0,000
KMo pm 1,16+0,79 4,64+5,34° 2,51+1,42° 0,96+0,84"° 1,32+0,68"* 2,07+0,93*%¢ 1,10£0,67"' 0,000
KMi um 3,35%1,55 14,68+12,96* 6,73x3,15" 2,50+1,99°° 3,22+1,46"° 3,68+1,54™°¢ 3,37+1,64"° 0,000

% kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki anlamhligi ifade eder, p<0.05
®2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlihgi ifade eder, p<0.05
“E2HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
% E 6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlihgi ifade eder, p<0.05

"CM 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05

p= Tum gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder
BU: Bas Uzunlugu, KU: Kuyruk Uzunlugu, BY: Bas Yogunlugu,
KY: Kuyruk Yogunlugu, KMo: Kuyruk momenti, KMi: Kuyruk Migrasyonu



Tablo 4.4 Tim gruplarin yetmis ikinci saatteki komet parametrelerinin karsilastirilmasi, ort+S.S
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Kontrol 2 HP 6 HP E 2HP E 6HP CM 2HP CM 6HP p
BU pm 45,80+9,36  44,99+13,06  42,16+14,47 39,11x4,48*° 49,65+4,70*>¢ 41,38+6,02%° 48,55+5,44*>°" 0,000
KU um 31,96+7,79  36,58+12,75 42,28+14,82% 23,58+2,61*>°¢ 29 15+2,45°%¢ 25,13+3,43%"%¢ 28,21+2,79%¢%" 0,000
BY %DNA  92,08+8,53  81,50+#21,53°  72,66+25,19% 88,21+7,95° 89,27+5,87%¢ 88,20+6,10° 91,28+4,29° 0,000
KY %DNA  7,91+8,53 24,52+26,75"  32,81+26,75° 11,78+7,95%¢ 10,72+5,87%¢ 11,79+6,10%° 8,71+4,29°° 0,000
KMo uym 1,301,443 3,57+4,93" 6,15+7,02° 1,65+1,22° 1,74+0,93*° 1,67+1,04*° 1,360,64° 0,000
KMi pm 9,66+7,67 13,40%12,12 20,24+16,67% 5,35+2,95° 4,47+1,40%"° 4,81+2,61%"° 4,37+1,57%°° 0,000

% kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki anlamhiligi ifade eder, p<0.05
2 HP grubu ile dider gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05

6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlihgi ifade eder, p<0.05
“E2HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder, p<0.05
% E 6 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamlih@i ifade eder, p<0.05
"CM 2 HP grubu ile diger gruplar arasindaki anlamhligi ifade eder, p<0.05
p= Tum gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder

BU: Bas Uzunlugu, KU: Kuyruk Uzunlugu, BY: Bas Yogunlugu,

KY: Kuyruk Yogunlugu, KMo: Kuyruk momenti, KMi: Kuyruk Migrasyonu



54

4.2. TNF a Seviyesinin Belirlenmesi

TUm gruplarda 24 ve 72 saat sonra 6lgulen TNF a dizeyi, kontrol grubundan
yuksek olup aralarinda anlamlilik yoktur (p=0.066 ve 0.688), Tablo 4.6 ve 4.8. TNF a
seviyesi 48. saatte kontrol grubu ile 2HP ve 6HP grubunun yakin, diger gruplarinki
kontrolden ylksek olarak ol¢liimesine ragmen aralarinda anlamh farkhlik gézlenmedi
(0.164), Tablo 4.7. Hemen yapilan 0. saatteki Olgimlerde 2HP, 6HP ve CMZ2HP
gruplarininki kontrol grubundan dasik, diger gruplarinki ise yuksek olarak dl¢iimekle
beraber aralarinda anlamli farklihk gézlenmedi (0.071), Tablo 4.5, Sekil 4.14.
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Kontrol 2 HP 6 HP Evit2HP EvVit6HP CM2HP CMG6HP

B0 saat W24 saat W48 saat 072 saat

Sekil 4.15 Gruplar arasinda TNF Alfa seviyelerinin degerlendiriimesi
TNF a birimi pg/ml

4.3. IL-6 Seviyesinin Belirlenmesi

Sadece HP ve CM gruplarinda 0. saatte o6lgllen IL-6 seviyeleri kontrole gore
dusukken; E vitamini gruplarinda ylksek olup aralarinda anlamli farklilik
bulunmamaktadir (p=0.053), Tablo 4.5. Sonraki dlcim zamani olan 24. saatteki 2HP,
E2HP, E6HP, CMGHP gruplarinin IL-6 seviyeleri kontrole gbre artarken; 6HP grubunda
azalmigs ve CM2HP grubunda degismemis olup istatitiksel olarak anlamh farklilik
bulunmamistir (p=0.053), Tablo 4.6. IL-6 seviyeleri 48. saatte 2HP, E2HP ve CM2HP
gruplarinda kontrole gore yuksekken; 6HP, EGHP ve CM6HP gruplarinda dusuk olup
aralarinda anlamli farklilik bulunmamistir (p=0.056), Tablo 4.7. Tum CM gruplari, 2HP
ve E2HP gruplarinin 72. saatteki IL-6 seviyeleri kontrole gére distikken; 6HP, EGHP
gruplarininki yiksek olup aralarinda anlamhlik bulunmamistir (p=0.067), Tablo 4.8.

Tum zamanlardaki gruplar arasi degerlendirme grafik olarak sunulmustur (Sekil 4.15).
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Kontrol 2HP 6 HP Evit2HP Evit6 HP CM2HP CMG6HP

B0 saat K24 saat 48 saat B72 saat

Sekil 4.16 Gruplar arasinda IL-6 seviyelerinin degerlendiriimesi
IL-6 birimi pg/ml

4.4. TOS Degerlendirilmesi

Calismamizda sadece HP uygulanan ve E vitamini gruplarinin 0, 24 ve 48.
saatteki TOS degerleri kontrolden dusiik, CM gruplarininsa yiksek olmasina ragmen
aralarinda anlamh farklihk gézlenmedi (p=0.142, p=0.181, p=0.261), Tablo 4.5 ve
Tablo 4.6, Tablo 4.7. sadece HP uygulanan ve E vitamini gruplarina ilaveten CM2HP
grubunun da 72. saatteki TOS degerleri kontrole gére distikken CM6HP grubunun
yuksek olup aralarinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik bulunmamistir (p= 0.147),
Tablo 4.8. Tum zamanlardaki gruplar arasi dederlendirme grafik olarak sunulmustur
(Sekil 4.16).
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Kontrol 2HP 6 HP Evit2HP EVit6 HP CM2HP CMG6HP

H0 saat ®24 saat B48 saat @72 saat

Sekil 4.17 Gruplar arasinda TOS degerlendiriimesi
TOS birimi pmol H,0O, Equiv./L
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4.5. TAS Degerlendirilmesi

Calismamizda tum gruplarin 0. saatteki TAS degerleri kontrole gore ylksek
olup aralarinda anlamh farklihk bulunmamigtir (0.813), Tablo 4.5. Sonraki 6lgim
zamani olan 24. Saatteki TAS degerleri 2HP ve E2HP gruplarinda kontrolden yuksek,
6HP ve E6HP gruplarinda kontrole yakin ve CM gruplarinda kontrolden didstk olup
anlamh farkliik goézlenmemistir (p=0.875), Tablo 4.6. Sadece 2HP grubunun 48.
saatteki TAS degerleri kontrolden ylksek olup diger tim gruplarinki birbirine yakin olup
kontrolden dusuktir, gruplar arasinda anlamli farkliik bulunmamaktadir (p=0.163),
Tablo 4.7. TAS degerleri 72. saatte 2HP grubu icin kontrolden oldukga ylksek, diger
tim gruplarda kontrole yakin ama ondan ytksek degerlerde, sadece CM6HP grubunda
kotrolden disuk olup aralarinda anlamh farklilik bulunmamaktadir (p=0.906), Tablo 4.8.

Tdm zamanlardaki gruplar arasi degerlendirme grafik olarak sunulmustur (Sekil 4.17).

TAS
1,2

1
0,8
0,6

0,4

"NNNNNNHN

Kontrol 2 HP 6 HP Evit2HP Evit6 HP CM2HP CMG6 HP

B0 saat M24 saat W48 saat @72 saat

Sekil 4.18 Gruplar arasinda TAS degerlendiriimesi
TAS birimi mmolTrolox Equiv./L

4.6. OSi Degerlendirilmesi

Calismamizda sadece CM2HP grubunun 0. saatteki OSi degeri kontrolden
yuksek, diger tim gruplarinki disik olup aralarinda anlamli farkhlik gdézlenmedi
(p=0.478), Tablo 4.5. Sadece CM gruplarinin 24 ve 48. saatteki OSi degerleri kontrole
gore yuksek, digerlerininki ise disuk olup aralarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamistir (p= 0.298, p=0.086), Tablo 4.6, Tablo 4.7. CM ve 6HP gruplarinin 72.
saatteki OSI degerleri kontrolden yiiksek, digerlerininki diisiik olup aralarinda anlamli
farkliik bulunmamistir (p=0.422), Tablo 4.8. Tum zamanlardaki gruplar arasi

degerlendirme grafik olarak sunulmustur (Sekil 4.18).
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Kontrol 2 HP 6 HP Evit2HP Evit6 HP CM2HP CM6HP

B0 saat M24 saat B48 saat @72 saat

Sekil 4.19 Gruplar arasinda OSi degerlendiriimesi
Oksidatif Stres indeksi birimi arbitrary unit

4.7. XTT Degerlendirilmesi

Calismamizda DPSC’ye 2 ug/ml HP uygulanmasi sonucunda XTT ile hicre
canlihgi degerlendirildiginde uygulamadan 24 saat sonra hucrelerin yaklasik %73’U, 48
saat sonra %52’si ve 72 saat sonra %901 canhliklarini korumaktaydi. 6 pg/ml HP
uygulanmasi sonucunda XTT ile hucre canlihgi degerlendirildiginde uygulamadan 24
saat sonra hicrelerin yaklasik %65’i, 48 saat sonra %49u ve 72 saat sonra %78’i

canliydi.
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Sekil 4.20 Hidrojen peroksitin XTT sonuglarinin degerlendirilmesi
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Calismamizda DPSC’ye 100 yM E vitamini uygulanmasi sonucunda XTT ile
hicre canlihgi dederlendirildiginde uygulamadan 24 saat sonra huicrelerin yaklasik

%67’si, 48 saat sonra %95’i ve 72 saat sonra %132’si canhliklarini korumaktaydi.

E Vitamini
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Sekil4.21

Calismamizda DPSC’ye 2ug/ml Crithmum maritimum uygulanmasi sonucunda
XTT ile hucre canhligi degerlendirildiinde uygulamadan 24 saat sonra hucrelerin
yaklasik %102’si, 48 saat sonra %105i ve 72 saat sonra %117’si canliliklarini

korumaktaydi.

Crithmum Maritimum
140
120
100
80
60
40
20

T T T
]
F PP P L L
e e AT

()]

& (PP ETE L

3
P T T
s
T T T T T
e T
F T T T T T
T,
F T T T T T T T T
e
T T T T T T T T
R T
F T TTTF TP
]
T T TTTT T
e

kontrol 1 ug/ml 4 ug/ml 10 pg/ml 20 pg/ml - 40 pg/ml 80 ug/ml 100 pg/ml 200 pg/ml

24 saat D48 saat B72 saat

Sekil4.22 Crithmum maritimumun XTT sonuglarinin degerlendirilmesi



Tablo 4.5 Gruplar arasi sifirinci saatteki TNF-qa, IL-6, TOS, TAS ve OSi seviyelerinin karsilastirilmasi, ort+S.S.

Kontrol 2 HP 6 HP E 2HP E 6HP CM 2HP CM 6HP P
TNF-a pg/ml 6,11£1,92 4,53+3,24 5,24+2,02 10,39+0,89 9,59+2,79 3,2840,21 6,72+3,14 0,071
IL-6  pg/ml 1,76+0,11 0,51+0,19 1,43%0,19 2,32+0,07 1,97+0,34 0,60+0,00 1,00+0,03 0,053
TOS pmol H,0, 6,87+1,14 5,27+2,02 5,40+0,55 6,50+0,88 6,13+1,14 9,85+6,28 8,92+2,67 0,142
Equiv./L
TAS mmolTrolox  0,28+0,10 0,37+0,20 0,34+0,03 0,36+0,07 0,35¢0,05 0,39+0,18 0,36+0,11 0,813
Equiv./L
OSi arbitrary unit  2,91£1,61 2,24+234 1,46+0,08 1,85+0,53 1,76+0,27 3,02+2,72 2,19+0,77 0,478

p=Tum gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder. TNF a: Tumor Nekroz Faktor Alfa, IL-6: Interleukin 6, TOS: Toplam Oksidan Seviye,

TAS: Toplam Antioksidan Seviye, OSI: Oksidatif Stres indeksi.
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Tablo 4.6 Gruplar arasi yirmi dordlinci saatteki TNF-a, IL-6, TOS, TAS ve OSi seviyelerinin kargilastiriimasi, ort+S.S.

Kontrol 2 HP 6 HP E 2HP E 6HP CM2HP  CM6HP p

TNF-a pg/ml 2,77+1,16 3,41+2,11 4,4310,44 5,684+0,80 6,00+0,58 3,81+1,03 5,90+0,43 0,066

IL-6  pg/ml 0,57+0,03 0,89+0,03 0,36+0,26 0,79+0,04 4,75+0,38 0,57+0,03 2,30+0,49 0,053

TOS pmo! H,0, 7,8615,42 5,38+2,17 7,15+0,64 7,32+0,79 6,29+2,12 9,6845,03 9,85+4,08 0,181

TAS rﬁr?]lj)l:/él;oz 0,31+0,07 0,37+0,12 0,31+0,06 0,33+0,17 0,31+0,01 0,260,173 0,26+0,08 0,875
Equiv./L

OSIi arbitrary unit  2,84+2,73 1,52+0,77 2,36+0,68 2,67+1,40 1,98+0,63 4,86+3,37 4,19£2,11 0,298

p=Tum gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder. TNF a: Tumor Nekroz Faktor Alfa, IL-6: Interleukin 6, TOS: Toplam Oksidan Seviye,
TAS: Toplam Antioksidan Seviye, OSI: Oksidatif Stres Indeksi.



Tablo 4.7 Gruplar arasi kirk sekizinci saatteki TNF-a, IL-6, TOS, TAS ve OSi seviyelerinin karsilastiriimasi, ort+S.S.

Kontrol 2 HP 6 HP E 2HP E 6HP CM 2HP CM 6HP p
TNF-a pg/ml 6,73+0,44 6,62+2,71 6,94+0,74 12,71+544 9,03+0,44 18,62+1591 8,61+1,32 0,164
IL-6  pg/mi 1,68+0,07 2,84+0,04 1,57+0,22 2,62+0,19 1,3510,07 2,33+0,00 1,33+0,04 0,056
TOSumolH,0, 7,59+1,74 6,72+1,01 5,43+1,88 6,76+3,59 717£1,57 10,17+2,96 7,73+1,94 0,261
Equiv/L
TASmmolH,0, 0,39+0,07 0,72+0,71 0,33+0,03 0,37+0,04 0,35+£0,03 0,30+0,01 0,32+0,06 0,163
Equiv/L
OSi arbitrary 2,14+0,59 1,33+0,78 1,67+0,75 1,86%1,06 2,05+0,57 3,2810,78 2,47+0,92 0,086
unit

p=Tum gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder. TNF a: Tumor Nekroz Faktor Alfa, IL-6: Interleukin 6, TOS: Toplam Oksidan Seviye,

TAS: Toplam Antioksidan Seviye, OSI: Oksidatif Stres indeksi.
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Tablo 4.8 Gruplar arasi yetmis ikinci saatteki TNF-a, IL-6, TOS, TAS ve OSI seviyelerinin karsilastiriimasi, ort+S.S.

Kontrol 2HP 6 HP E 2HP E 6HP CM 2HP CM 6HP p
TNF-a pg/ml 6,211,056 10,27+10,29 8,30+0,29 12,03+9,91 9,24+1,81 8,1244,93 8,32+4,25 0,688
IL-6  pg/ml 1,73x0,14 0,98£0,15 2,27+0,30 0,81+0,14 2,24+0,64 0,68+0,04 1,54+0,26 0,067
TOS LIJEmO_II-}IZ_OZ 7,78+2,83 5,44+1,58 6,90+0,54 6,76+1,08 7,21+£0,30 7,59+0,70 8,38+2,10 0,147
uiv.
TAS gr?]t_)l}-lizoz 0,300,170 0,71+0,72 0,31+0,08 0,33+0,07 0,370,170 0,32+0,05 0,29+0,09 0,906
osi a?k.)l‘il'l\r/ary 2,30£1,15 1,37+0,86 2,44+1,11  2,07+0,49 2,06+£0,53 2,39+0,38 3,35+2,45 0,422
unit

p=Tum gruplar arasindaki anlamlihgr ifade eder. TNF a: Tumor Nekroz Faktor Alfa, IL-6: Interleukin 6, TOS: Toplam Oksidan Seviye
TAS: Toplam Antioksidan Seviye, OSI: Oksidatif Stres Indeksi.
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5. TARTISMA

Modern yasam ile birlikte insanlarin dig goérinistne verdikleri 6nem de hizla
artmaktadir. insanlar igin yiiz dzellikle de dis estetigi ©n plana ¢cikmistir. Estetik dis
hekimliginde en ¢ok uygulanan yéntemlerden biri de dis beyazlatmadir. Teknolojideki
hizli gelisim de insanlarin bu isteklerini karsilar nitelikte olup surekli yeni dis
beyazlatma Urilnleri piyasaya sdrulmektedir. Dis beyazlatma, dis hekimlerinin
ofislerinde yapilabildigi gibi marketlerden bile alinabilen yeni UrlGnler sayesinde evde de
yapilabilmektedir. Diger taraftan dis beyazlaticilarin igerigindeki peroksit nedeniyle
hiicresel hasar olusturabildikleri 6ne surllmektedir. insanlarda 45 dakika %38 HP
uygulandiginda alt keser dislerde, koronal pulpada parsiyal nekroz ve kdk pulpasinda

orta dereceli enflamatuar cevap gozlendigi bildirilmistir (Costa vd 2010).

Calismamiz kapsaminda, dis beyazlatici ajan olarak hidrojen peroksit
uygulanmasinin dis pulpasi kék hdcrelerinde (DPSC), DNA hasari olusturup
olusturmadigini, oksidatif slrecleri ve enflamatuar belirtecleri nasil etkiledigini
arastirdik. Ayrica hidrojen peroksitin olasi olumsuz etkilerini azaltmada antioksidan
olarak kullanilan E vitamininin ve antioksidan etkileri olabilecegi dustnulen Crithmum

Maritimum bitkisinin ugucu yaginin etkili olup olmadigini arastirdik.

Vital dis beyazlatmada dis beyazlatici ajan olarak kullanilan HP ve Grtnlerinin
mineralize dis dokularina ve oradan da pulpaya diffize oldugu kabul edilmektedir
(Costa vd 2010, Cintra 2013). HP, diflizyon sirasinda sadece kromoforlar ile degil, ayni
zamanda dis yapisi ile de etkilesim icindedir (Kwon vd 2015). HP’nin pulpa odasina
difuze olan miktarinin, konsantrasyon ve uygulama zamanina bagll olarak degistigi
bildiriimektedir (Benetti vd 2004). Bu nedenle, etkili beyazlatmadan 6din vermeden,
HP’in pulpa odasina penetrasyonunu en aza indirecek optimum konsantrasyonun ve

uygulama suresinin ayarlanmasi gerektigi bildiriimektedir (Kwon vd 2015).
Cotran ve arkadaglari tarafindan (2000) dis beyazlatma Urtnlerindeki HP’in,

hiicre membranindan kolaylikla gecip sitoplazmada, Fe'? veya Cu*? metal iyonlari

varliginda enzimatik olmayan slreclerle, Haber—Weiss, Fenton reaksiyonu olarak
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bilinen tepkimeler sonucu hidroksil radikallerine dénustagu bildirilmistir (Ribeiro vd
2005). Weitzman (1986), Asad (1991), Zouain-Ferreira ve arkadaglari (2002)
tarafindan HP turevi olan hidroksil radikallerinin ve serbest oksijen radikallerinin genis
anlamda reaktif oksijen turleri (ROT) olarak adlandinldigi ve ROT tarafindan
indUklenen oksidatif stresin DNA kiriklarina, mutasyonlara, karsinogeneze neden
olduklari bildirilmistir (Ribeiro vd 2005). Majno ve Joris (1995) ROT etkisi ile sitoplazma
iskeletinde meydana gelen hasarin sitokinezi etkilemesi sonucunda kromozom

migrasyonunun bozuldugu bildirmistir (Klaric vd 2013).

Calismamiz literatirde; hidrojen peroksitin, dis pulpasi kék hicresi (DPSC)

uzerine genotoksik etkilerini komet analiz yontemi ile inceleyen ilk arastirmadir.

Calismamizda 0. saatte kontrol bas uzunlugu ile 2HP grubu arasinda anlamli
farkhlik yokken diger gruplar kontrolden anlamli olarak digsuktdr. Yirmi dérdinci. saatte
tum gruplarda bas uzunlugu acisindan kontrol grubu ile diger gruplar arasinda anlaml
farklihk gézlenmedi. 48. saatte 6HP ve E2HP gruplarinin bas uzunlugu kontrole goére
anlamli olarak dusuktur. 72. saatte kontrol ile 2HP ve 6HP grubu hari¢ diger gruplar

arasinda anlamli farkliliklar vardir.

Bas uzunlugu saglam DNA'yi iceren bas capini ifade eder. Clnklu hasarsiz,
super halka DNA, elektrik akiminin etkisi altindayken go¢ etmemektedir (Madhulika vd
2015). Bas uzunlugundaki azalma toksik hasarin gostergesi olarak kabul edilmektedir.
Didenko (2006) ve Fidan (2009) tarafindan DNA hasari olusmaya baslamis ise DNA
zincir kiriklarina bagh olarak hasar yokken duzgin kenarli olan goérintinin, DNA
kiriklarinin c¢ekirdek digina goc¢u nedeniyle duzensiz bir hal aldigini ve merkezden
kenara dogru uzama goéruldugund ve bu uzamanin hasar ile dogru orantili oldugu
belirtiimistir (Glindogdu vd 2012). Calismamizin sonuglarini degerlendirdigimizde
yuksek dozdaki HP’in bas uzunlugunu azalttigini ancak E vitamini ve CM’nin bunu
dizeltmede etkisiz oldugu gdézlendi. Ama bu parametre DNA hasarini gosteren ¢ok
glcli bir parametre degildir. Literatirde bas uzunlugunun degerlendirildigi sinirh
g¢alisma bulunmaktadir. Birinde noéroblastoma hilcre dizisinde homosistein ve siilfit
uygulanan gruplarda bas uzunlugunun kontrole gdére anlamli olarak azaldigi
g6sterilmistir (Glindoddu vd 2012). Diger galismada ise etiyolojisi bilinmeyen kronik
enflamatuar hastalik olan oral liken planus (OLP) ile oral likenoid reaksiyondaki (OLR)
genotoksisitenin komet analizi ile dederlendiriimesi sonucu bas uzunlugunun saglkh
olan kontrol grubuna gére anlamli distigini gostermis. Bunun genotoksisite sonucu
oldugunu bildirmiglerdir (Madhulika vd 2015). Dolayisi ile bizim ¢calismamizdaki bas

uzunlugundaki azalma HP’in neden oldugu genotoksisite sonucu olmustur.
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Bas yogunlugu DNA hasarini gdstermede kullanilan orta dizeyde bir
parametredir ve basta bulunan saglam DNA ylzdesini ifade eder. Bas yogunlugu
arttikga DNA hasari azaliyor demektir (Madhulika vd 2015). Calismamizda bunu
degerlendirdigimiz zaman gruplarin bas yogunlugu sadece 48. saatte degiskenlik
gbstermekle beraber diger tUm gruplarda kontrole gdére anlamli olarak azalmigtir.
Literatirde bas yogunlugundaki azalmaya vyoénelik c¢ok fazla calisma yoktur.
Noéroblastoma Uzerine yapilan bir galismada bas yogunlugundaki azalmanin DNA
hasarini ifade ettigi bildiriimistir. Gindoddu ve arkadaslari yaptiklari bir calismada bas
uzunlugu ile uyumlu olarak bas yogunlugunun da homosistein ve siilfit gruplarinda
kontrole gore anlamli olarak azalirken ikisinin birlikteliginin genototoksik etkiyi daha da
arttirdigini bildirilmislerdir (Gindogdu vd 2012). Bir baska ¢alismada oral liken planus
(OLP) ile oral likenoid reaksiyondaki (OLR) genotoksisite comet analizi ile
degerlendirildiginde vaka gruplarinin bas yogunlugunun kontrol grubuna goére anlaml
olarak dusuk olmasindan dolayi genotoksisitenin varligindan bahsedildigi calisma da
bizi destekler niteliktedir (Madhulika vd 2015).

Kuyruk uzunlugu, dusuk seviyelerdeki DNA hasarina daha duyarli bir komet
parametresidir (Collins vd 2004, 2008). Kuyruk uzunlugundaki artis DNA hasarinin bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir (Ribeiro vd 2005, Collins vd 2004, 2008 ). Ancak
kuyruk uzunlugu DNA hasarini belirlemede tek basina yeterli olmayip bunun yaninda
kuyruk yogunlugu da degerlendiriimelidir. Cinklu disik seviyede DNA hasari
oldugunda kuyruk uzunlugu artarken sonrasinda DNA hasari arttikga kuyruk
uzunlugunda artis olmaz ancak kuyruk yogunlugunda artis gozlenir. Ayrica kuyruk

uzunlugu gorintu ayarlarindan etkilenmektedir (Collins 2004).

Bizim calismamizda da kuyruk uzunlugu 2HP ve 6HP gruplarinda anlamli
olarak artmaktadir. Sadece 6HP’nin 48. saatinde anlamli olarak dismektedir. 2HP
grubunda kontrole gore kuyruk uzunlugu artarken grubun kendi icerisinde anlamli
farklilik gézlenmemistir. 6HP grubunda kendi iginde 24 ile 72. saatler arasindaki hari¢
diger tim zamanlar arasinda kuyruk uzunlugu anlamh farkliik gdstermektedir. 2HP
grubunda HP’in toksik etkisi sonucu DNA hasari yaptigi yonindeki calismalar bizi
destekler niteliktedir. HL-60 insan |I6semi hucrelerine kursun nitratin Pb(NO3), artan
dozlar ile verilmesinin genotoksik etkisinin komet analizi ile degerlendirildigi calismada
doz artisi ile beraber kuyruk uzunlugundaki ve kuyruk momentindeki anlamli artigin
genotoksisitedeki artigi gdsterdigi bildirilmistir (Yedjou vd 2015). Ancak 6HP grubunun
48. saatteki kuyruk uzunlugundaki azalmanin nedeni konusunda baska c¢alismalara
ihtiyac duyulmaktadir. Kuboyama ve arkadaslarinin yaptigi c¢alisma bizim bu

bulgumuza benzer niteliktedir. S6yle ki; calismalarinda fare embriyonik kék hlicrelerine
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300 uM HP uyguladiktan 48 ve 72 saat sonra HPLC-ECD (High Performance Liquid
Chromatography coupled with Electrochemical Detection) ile DNA’daki nokta
mutasyonunu ifade eden 8-hydroxyguanine (8-OH-Gua) seviyesine bakmiglardir. Bu
calismalarinda HP uygulanan grupta 48 saatte kontrole gére DNA hasarinin bir
gostergesi olan 8-OH-Gua seviyesi anlamli olmasa da HP uygulanmayan 0. saatteki
kontrol grubundan dusik oldugunu gdstermislerdir (Kuboyama vd 2011). Ayrica bu
sonu¢ hiicreye 6zgu olabilir. Soéyle ki diferansiye olmamis embriyonik kok hicreler,
diferansiye olanlar ile karsilastirildiginda; HP etkisiyle gelisen DNA hasarina karsi
diferansiye olmamis kok htcrelerin daha direncgli olduklari bildirilmistir (Hirano ve
Tamae 2012, Kuboyama vd 2011, Vinoth vd 2015). Soares ve ark yapmis olduklari
calismada, MDPC-23 ve HDPC hdcreleri HP ile muamele edildikten sonra membran
hasari bakimindan kiyaslamak amaciyla hasarli hiicrelerin DNA’sina baglanan Eth-1 ile
degerlendirildiginde HDPC’deki membran hasarinin MDPC 23’e gére daha fazla oldugu
gOsterilmistir (Soares vd 2014). Bu sonucun, yiksek konsantrasyon HP’in, hicresel
koruyucu mekanizmalari disuk konsantrasyondakine gére daha hizli faaliyete gecirip
HP’in zararl etkilerini daha c¢abuk bertaraf ettigi icin ya da elimizdeki bilgiler ile

aciklayamadigimiz molekuler mekanizmalardan kaynaklandigini diginmekteyiz.

Sonuglarimiz  HP  verilmesinin  kuyruk uzunlugunda meydana getirdigi
degisikligin E vitamini ve CM verilmesiyle dizeltildigini géstermektedir. Sadece HP
verilen gruplarda kuyruk uzunlugu kontrole goére artmaktayken E vitamini ve CM
verilmesi durumunda HP verilen gruplar ile kontrol arasindaki fark ortadan
kalkmaktadir. E vitamini ve CM uygulanan gruplarin 0, 24, 72 saatte dlgllen kuyruk
uzunlugu HP uygulanan gruplara gére anlaml olarak azalmistir, kontrolle benzerlik
gOstermektedir. Bu olumlu etkisi bazi saatlerde kontrole gdre daha iyi olmustur. E
vitamini verilen gruplardaki bu olumlu etkinin nedeni a-Tokoferolun toksisiteyi azaltici
etkisinden kaynaklaniyor olabilir (Vargas vd 2014). Tokoferoller, lipid peroksi radikaller
hedef lipidlerden hidrojen koparmadan dnce onlara bir hidrojen atomunu vererek;
onlarin biyolojik sistemlere zarar vermesini engeller. EGHP ve CM6HP gruplarinin 48
saat sonra dlgulen kuyruk uzunlugu ortalamalari beklenenin tersine 6HP’den anlamli
olarak fazladir. Yiksek konsantrasyondaki HP etkisiyle olusan hasarin tamiri igin
digsardan verilen antioksidanlarin aksine suUperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz gibi endojen tamir mekanizmalari devreye girdigi icin 6HP grubu EGHP ve
CM6HP’den daha az hasara neden olmus olabilir. Ancak bu sadece bir
spekulasyondan ibarettir. CUnkU literatirde bdyle bir c¢alisma olmadigindan
sonuglarimizi karsilastirma sansina sahip degiliz. Ancak bir arastirmaci DNA hasarini

degerlendirmek i¢in kuyruk uzunlugundan ziyade kuyruktaki % DNA'y: ifade eden
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kuyruk yogunlugunu daha kiymetli bir parametre olarak kabul etmekteyken (Collins
2004) bagka bir arastirmaci da kuyruk yogunlugu ile kuyruk uzunlugunun formilasyonu
ile elde edilen kuyruk momenti parametresinin degerlendiriimesinin daha saglikh sonug
verecedini bildirmektedir (Ribeiro vd 2005).

Collins ve arkadaslarina (2004, 2008) gore kuyruk yogunlugu DNA kiriklarinin
frekansi ile dogrusal bir iligki tasidigi igin en yararli parametredir. Nispeten gorinti
analiz programinin arka plan ayarlarindan etkilenmez ve teorik olarak %0'dan 100'e
kadar olan genis bir aralikta DNA hasarini belirtir. Ayni zamanda komet seklinin neye
benzedigini ¢cok acik net ifade eder. Bu nedenle kuyruk uzunluguna ve kuyruk
momentine gore daha iyi bir DNA hasar géstergesi oldugu kabul edilmektedir.

Calismamizda kuyruk yogunlugu ortalamalari, 2HP ve 6HP gruplarinda, él¢tlen
tim zamanlarda kontrole gore anlamli olarak artmakla beraber; hemen vyapilan
Olcimlerde 6HP grubunun ortalamasi 2HP grubundan bile anlamli olarak artmistir.
Bulgularimiz literatur ile paralel olup HP’in genotoksik etkisi oldugunu ve bu etkinin doz
artisiyla beraber arttiyi gézlemlenmistir (Ribeiro vd 2005, Ribeiro vd 2006). HDPC
hicrelerinde, %35 HP’in pulpa hicrelerinde gigli oksidatif stres sonucu yogun hicre
olimine sebep olurken %17,5 HP’nin pulpa hicrelerine sitotoksik etkisinin daha az
oldugu bildirilmistir (Soares vd 2014). Literatirde kuyruk yogunlugunun dnemi yeni
kavranmakta ve genotoksisite ¢alismalarinda yeni yeni belirtiimektedir. Kandaki kursun
seviyesinin genotoksisiteye etkisinin komet analizi ile degerlendirildigi bir calismada
kursun seviyesi ylksek olan kanlardan izole edilen lenfositlerdeki kuyruk yogunlugu
istatistiksel anlamli olarak ylksek bulunmustur (Kayaalti vd 2015). Bir bagka ¢alismada
oral liken planus (OLP) ile oral likenoid reaksiyondaki (OLR) genotoksisite comet
analizi ile degerlendirildiginde vaka gruplarinin kuyruk yogunlugunun kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiksek olmasindan dolayi genotoksisitenin varligindan bahsedildigi
calisma da bizi destekler niteliktedir (Madhulika vd 2016). Bizim bulgularimiza gére de
HP uygulanmasiyla beraber her iki dozda da artan kuyruk yodunlugu genotoksisitenin

varligini ifade etmektedir.

2HP ile 6HP arasinda 0. saat haricindeki zamanlarda doza bagh olarak anlamli
fark goéremedik. Vinoth ve arkadaslari da (2015) calismalarinda embriyonik kok
hicreye artan dozlar ile HP uyguladiklarinda doz artigi ile kuyruk momentinde anlamli
artis gézlememiglerdir. Ancak 200 yM HP dozuna ulastiklarinda kuyruk momentinde

anlamh artis g6zlemiglerdir. Bu da bizi destekler niteliktedir.
E2HP ve EG6HP gruplarinda kuyruk yogunlugu kontrole gére artmistir ancak

sadece HP verilen gruplara gére kuyruk yogunluklari azalmistir. a-Tokoferol uygulanan

gruplardaki kuyruk yogunlugundaki azalmanin a-Tokoferoliin, antienflamatuvar ve
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antioksidan etkisi sayesinde oldugu dusunulmektedir (Atkinson vd 2008). Diyetinde
duglk doz sebze ve meyve tuketme aligkanligi olan saglikli bireylerde antioksidan (E
vitamini de dahil) ve fitokimyasallar iceren multi besin takviyesinin, kandan izole edilen
mononikleer hlcrelerdeki etkilerinin komet analizi ile dederlendirildigi c¢alismada
kuyruk yogunlugunun azaldigi bildirilmistir (Kim vd 2013). E vitamini uygulanan
gruplarda en dusik kuyruk yogunlugu 48. saatte dlgtlmuastir. Bu gruplarda zamanlar
arasinda farkliklar olmasina (Sekil 4.7) ragmen sadece HP uygulanan hcrelere goére
daha disik kuyruk yogunlugunun gézlenmesi olumludur. Daha dénce yapilan bir
calismada a-Tokoferollin spesifik hicre tiplerinin membranlari ile 24-27 saat gibi
surede birlestigi  bildirilmistir (Saito vd 2003). a-Tokoferolin 24 saatteki
koruyuculugunun hicre membrani ile etkilesiminden kaynaklandigi disunulmektedir
(Vargas vd 2014).

CM2HP grubunun kuyruk yogunlugu sadece 24. saatte 2HP grubuna gore
anlamli azalma gozlenmistir diger zamanlar agisindan iki grup arasinda anlamlilik
bulunamamistir. CM6HP grubunda ise 6HP’ye gore kuyruk yogunlugu tim zamanlarda
anlaml olarak azaldigi goérilmistir. ilging olarak CM ugucu yaginin olumlu etkisini 2HP
grubunda goérmekle beraber 6HP grubunda daha iyi ortaya c¢ikmaktadir. Yiksek
dozdaki HP ile muamele edilen DPSC’lerde slre gegctikge kuyruk yogunlugundaki
azalmanin CM’nin hasar onarici etkisinin zamanla daha iyi ortaya c¢iktigini
dusundirmektedir. Baska bir bitki olan Rhus verniciflua bitkisinden elde edilen buteinin
degerlendirildigi bir calismada buteinin, JNK yolag: araciligiyla diuzenlenen HO-1
ekspresyonunu arttirarak reaktif oksijen tirleri Uretimini ve sitotoksisiteyi bloke ettigi
ayrica butein tedavisinin nukleer faktor-E2-iligkili faktor 2 (Nrf2)’nin akimulasyonunu
sagladigi ve antioksidan cevap elementlerinin promoter aktivitesini arttirdidi bildirilmistir
(Lee vd 2013). Ancak bunun yaninda bagka bir ¢alismada hucrelerin, HP ve onun
urtnleri olan reaktif oksijen turleri (ROT) ile karsilagsmasi sonucu oksidatif hasar
olustugu ve ayrica ROT ile hicre igi antioksidanlar arasindaki dengesizlik sonucu ikincil
bir oksidatif stres olugabildigi bildiriimektedir (Cecarini vd 2007).

CM’nin DNA hasarini onardigini gdosterir calisma literatirde bulunmamaktadir.
Ashraf vd 2004 ve Ksouri vd 2007 tarafindan CM'nin igerigindeki yiksek antioksidan
konsantrasyonu sayesinde reaktif oksijen turlerinin sebep oldugu oksidatif hasara karsi
direngli oldugu bildirilmistir (Duros vd 2009, Lequeux vd 2011). Calismamizda da
CM'nin antioksidan olarak ROT’lara karsi etkili oldugu disunulmastir. Fibroblastlarin
ve keratinositlerin ekilmesi ile kiltlr ortaminda olusturulan deri modeli izerine CM’den
elde edilen hucrelerin etkilerinin  incelendigi g¢alismada rejenerasyon ve

diferansiyasyonu arttirici etkileri ve koruyucu fonksiyonlari olan epidermisin yapisini



69

daha hizh olusturdugu CM hucrelerinin kullaniimadigi gruba gére anlamli bulunmustur
(Lequeux vd 2011).

Komet analizinde, bilgisayarli gorintileme sistemlerinde hesaplanan
parametreler icinde hem kuyruk uzunlugunu hem de kuyruktaki DNA oranini i¢inde
bulundurmasi nedeniyle kuyruk momenti, DNA hasar seviyesini gostermesi
bakimindan en kullanigh parametredir (Ribeiro vd 2005, Mincarelli vd 2016). Bunun
aksi yondeki goérus ise kuyruk momentinin doz ile dogrusal iliskide olmamasina ve
kometin goériuntlsu hakkinda herhangi bir izlenim vermemesine ragmen sadece poptiler
oldugunu bildirmistir (Collins 2004). Buna dayanak olan baska bir ¢calismada Vieira ve
arkadaslari (2014) tarafindan kuyruk momenti bulgularina goére genotoksisite
gbzlenmezken ayni calismada, kuyruk yogunlugu bulgularina goére istatistiksel olarak
anlamh olarak yuksek hasar oldugu bildirilmistir (Hermeto vd 2015).

Calismamizda sadece hidrojen peroksit uygulanan gruplarda tim zamanlarda
Olculen kuyruk momenti kontrole gore anlamli olarak artmistir. Hatta hemen yapilan
Olcimlerde 6HP grubunun kuyruk momentinin 2HP grubuna goére anlaml olarak
yuksektir bu iki grup arasinda diger zamanlar agisindan anlaml fark yoktur. Bu iki grup
arasindaki farkin akut donemde daha buyuk ve anlamli olmasi ylksek dozda akut

dénemde hicrelerde daha hizli hasar geligiyor olabilir diye distndlmustar.

Dolayisiyla bulgularimiz HP’in DNA hasarina sebep oldugunu ayrica doz
artisinda da hasarin arttigini goéstermektedir. L5178Y fare lenfoma hicrelerine (Ribeiro
vd 2005) ve Chinese hamster ovaryum (CHO) htcrelerine (Ribeiro vd 2006) %16 ve
%35 konsantrasyonlardaki HP’in etkisinin komet analizi ile degerlendiriimesi
sonucunda yuksek doz (%35) HP uygulanan grupta kuyruk momenti dusuk doz (%16)
HP’e gore daha fazladir. Ribeiro ve arkadaslari da bizim c¢alismadaki sadece HP
uygulanan gruplarin 0. saat d6lgim sonucglarimiza benzer sekilde dis beyazlatic
urtnlerin konsantrasyonu arttikga DNA kiriklarinin da arttigi, dusuk konsantrasyondaki
beyazlatma ajanlarinin kullanimi ile HP’in yan etkisinin azaldigini bildirmiglerdir
(Ribeiro vd 2005). Ayrica yine galismamizla paralel olarak; Fernandez vd, hidrojen
peroksit, karbamid peroksit, sodyum perkarbonat ve sodyum perboratin fare
fibroblastlarina sitotoksik ve genotoksik etkisini degerlendirdiklerinde; toksisitenin dozla
birlikte arttigini ve hidrojen peroksitin en sitotoksik ve genotoksik madde oldugunu
bildirmiglerdir (Fernandez MR 2010). Hticre ¢ekirdeginde (nikleus) degisikliklere sebep
oldugu bildirilmistir (Goldberg vd 2010). Vinoth ve arkadaslar (2015), 50, 100 ve 200
MM konsantrasyondaki HP’in hem embriyonik kok hucreler hem de somatik hucreler
uzerindeki etkilerini komet analizi ile degerlendirdiklerinde somatik hlcrelerde doz artisi

ile beraber kuyruk momentinin artarken embriyonik kok hicrelerde ise sadece
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uygulanan en yiksek doz olan 200 yM HP’te kuyruk momentinin anlamli olarak arttigini
bildirmiglerdir.

E2HP ve EGHP gruplarinda kuyruk momenti tUm zamanlarda anlamli olmasa da
kontrole gore yuksek bulunmustur (E2HP 48. saat hari¢). Ancak bu artis sadece HP
verilen gruplardaki gibi yuksek degildir. E vitamini verilen gruplarda sadece HP
uygulanan gruplara gbre tim zamanlarda anlamli olmasa da kuyruk momentinin
azaldig1 gézlenmistir. ROT arttikgca oksidatif stresin ortaya c¢iktigi ve hlcrenin oksidatif
molekdlleri uzaklastirarak hiicre hasarini onarmaya calistigi bildirilmistir (Squier TC
2001). Bu sure¢ sonunda okside-hasarli molekiller ve disfonksiyonel makro
molekdllerin ortaya c¢iktigini ve sonucunda hicresel homeostazi saglamanin zorlastigi
bildirilmistir (Cecarini vd 2007). ROT ile hiicre membranlarindaki ¢oklu doymamis yag
asitlerinin reaksiyona girmesi sonucu lipit peroksidasyonun basladigi, sonucta
membran hasari ve hicre olimu gerceklestigi bildirilmistir (Squier TC 2001). a-
Tokoferolun membranin ¢oklu doymamis yag asitleri ile etkilesip membran
gecirgenligini azaltarak zararli olan lipid peroksidasyonun yayilimini engelledigi
bildirilmistir (Azzi A. 2007). Astrositler, plasental hicreler, fibroblastlar ve hepatositler
Uzerinde yapilan daha dénceki ¢alismalarda HP’in indlkledigi oksidatif strese karsi a-
Tokoferolun, bir tane elektronunu serbest radikallere vererek serbest radikallerin stabil
hale gelmesini saglayip oksidatif stres yayilliminin durdugu bildirilmigtir (Makpol 2010,
Yurdakul 2010). a-Tokoferollin, stperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz gibi endojen
antioksidanlarin ekpresyonunu arttirdigi bildirilmigtir (Tahan 2011, Guney vd 2011,
Yilmaz 2012).

Ayni zamanda CM ve HP birlikte verildigi gruplarda kuyruk momenti kontrole
gore tim zamanlarda anlamli olmasa da artis oldugu goérulmektedir. E vitamini verilen
gruplarda oldugu gibi CM verilen hicrelerde sadece HP uygulanan gruplara gére tim
zamanlarda anlamli olmasa da kuyruk momentinde azalma goériimuagstir. CM
veriimesinin  HP’in yol acgtigi DNA hasarini azaltma yoénunde etki gdsterdigini
soyleyebiliriz. CM ile yapilan genotoksisite calismalari olmasa da yapilan diger
calismalarda Amor ve arkadaslari (2005) tarafindan CM’nin, igeriginde yuksek oranda
bulunan flavonoidler, karotenoidler, C vitamini, antimikrobiyal maddelere ilaveten Heim
ve arkadaglan tarafindan (2002) fenolik bilesiklerden olan klorogenik asit sayesinde
antioksidan 6zelliginin fazla oldugu bildiriimistir. Balasundram ve arkadaslari tarafindan
(2006) serbest radikalleri temizledigi ve reaktif oksijen tlrlerine kargl koruyucu oldugu
bildirilmistir.

Bizim calismamizda da bazilari anlamli olmakla beraber tim zamanlarda E

vitamini ve CM uygulanan gruplarda kuyruk momenti ortalamasi sadece HP



71

uygulananlara gére azalmistir. Sonugta E vitamini ve CM uygulamanin DNA hasarina
karsi koruyucu etkisinin oldugu distnimektedir.

Kuyruk migrasyonu degerlendirildiginde en yuksek artis 6HP grubunun O.
saatinde go6rulmis olup bu artis tim gruplara goére anlamhdir. Ayrica 0. saatte tim
gruplarin ortalamalari kontrole gére anlamli olarak yuksektir. Sadece HP uygulanan
6HP grubunun tim zamanlardaki kuyruk migrasyonu degerleri kontrole gére anlaml
olarak yuksek, 2HP grubunun da ytiksek olup sadece 72. saatte anlamli olmadidi diger
tim zamanlarda anlamli oldugu goézlenmistir. Calismamizda HP etkisiyle gorilen
kuyruk migrasyonundaki artis, HP’'in DPSC’ye genotoksik oldugunu gostermektedir.

Antioksidan uygulanan gruplarda 0. saat haricinde kuyruk migrasyonu ya
kontrole yakin degerde ya da kontrolden anlamli olarak dusuk bulunmustur.
Sonucglarimiz genel olarak E vit ve CM’nin genotoksisiteyi azaltici yondeki etkisini
gostermektedir. Bizim bulgularimiz literatirle paralellik géstermektedir. Fibroblastlarin
ve keratinositlerin ekilmesi ile kultir ortaminda olusturulan “deri modeli” Uzerine
CM’den elde edilen hicrelerin etkilerinin incelendigi calismada rejenerasyon ve
diferansiyasyonu arttirici etkileri ve koruyucu fonksiyonlari olan epidermisin yapisini
daha hizli olusturdugu CM hicrelerinin kullaniimadigi gruba gére anlamh bulunmustur
(Lequeux vd 2011). Silveira Vargas ve arkadaslarinin ¢alismasinin bulgulari da bizimki
ile értismektedir. MDPC 23 hicrelerine sadece HP sollisyonunu 30 dakika uygulayip
ve ayrica HP uygulanmadan 6ncesinde farkl konsantrasyonlarda ve farkl sureler ile a-
Tokoferol uygulayip hicre canhligini degerlendirdiklerinde a-Tokoferol uygulanan
gruplarda hiicre canliiginin arttigini bildirmislerdir. ilaveten kisa siire (1, 4, 8 saat)
yuksek konsantrasyonda a-Tokoferol (3, 5, 10 mM) uygulanmasi ile uzun sire (24
saat) dusuk konsantrasyonda a-Tokoferol (1, 3 mM) uygulanmasinin hicre canhhgdini
arttirdigi  bildirilmistir (Vargas vd 2014). Onceki calismalarda yapilan fosfolipit
hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PH-GPx) enzim aktivitesi analizleri sonuclarina
goOre a-Tokoferolin hicre membrani ile 24-27 saat gibi sirede etkilestigi bildirilmistir
(Saito vd 2003). a-Tokoferolin 24 saatteki koruyuculugunun hicre membrani ile
etkilesiminden kaynaklandidi; 1, 4, 8 saat gibi kisa surelerdeki koruyuculugunun
yuksek konsantrasyona bagl olarak ekstra selliler aktivitesinden kaynaklandigi
disunudlmektedir (Vargas vd 2014). Dis beyazlatmadan sonra hastalarin en ¢ok
yakindigi husus olan dis hassasiyeti Gzerine a-Tokoferollin olumlu etkileri bildirilmistir.
a-Tokoferolln vital dis beyazlatma sonrasi gorilen dis hassasiyetini dnleyici,
antienflamatuvar ve antioksidan etkisi oldugu bildiriimistir (Atkinson vd 2008).

Calismamizda hidrojen peroksitin oksidan etkisi, E vitamininin ve Crithmum
maritimum bitkisinin ugucu yaginin antioksidan etkisini degerlendirmek amaciyla bu

gruplarda total oksidan seviyeleri ve total antioksidan seviyelerine baktik.
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Calismamizda higbir grubun TOS, TAS ve OSi degerleri arasinda anlamh fark
gorulmemistir. Beklentimiz HP duzeylerinin TOS'u arttiracagr yonundeyken ancak
bulgularimiz bu yénde degildir. Bunun bir nedeni de hicrelerimizin kdk hiicre olmasi
olabilir. K6k hicre direngli oldugu igin dlgebilecegimiz dizeyde TOS artmamis olabilir.
Buna ilaveten hicrelerin oksidatif strese hassasiyeti hicre tipine 6zgudur ve neden
bdyle oldugu hala anlasilabilmis degildir. Kimi hicreler okside molekilleri kaldirir, kimisi
onarir, kimisi de degistirir. Mesela HP etkisi ile isositrat dehidrat dehidrogenazin,
domuz mitokondrisinde azaldigi; sinir terminallerinde ve kardiyak mitokondride
degismedigi gozlenmistir (Cecarini vd 2007).

Vinoth vd 2008, 2009 tarafindan diferansiye olmamis insan embriyonik kok
hicrelerinin (hESC), hem oksidatif hem de genotoksik strese karsi somatik hiicrelere
gbre daha direncli oldugu bildiriimistir (Vinoth vd 2015). Ayrica Kuboyama ve
arkadaslari (2011) tarafindan diferansiye olmamis fare embriyonik kdk hicrelerin, ROT
tarafindan indiklenen DNA hasarina karsi diferansiye olanlarina gére daha direncli
olduklari bildirilen calisma da yukaridaki bulgulari desteklemektedir. Bunun sebebinin
embriyonik kék hicrelerin (hESC) somatik hiicreler ile kiyaslandijinda dogdustan, en
dusuk hicre ici bazal hidrojen peroksit ve slperoksit seviyesine sahip olmasi nedeniyle

olabilecegi dusunulmustir (Vinoth vd 2015).

Komet analizi sonucu gézlenen hasarin TOS’da gorilmemesinin sebebi oksidan
hasar degil de HP’in baska mekanizmalar ile DNA hasari yapmis olmasindan dolayi
olabilir. Mesela mitokondriyi etkilemesi ile mitokondrinin hasar gorip fonksiyon
yapamamasl sonucu veya hucresel kalsiyum miktari artisina bagli olarak enzim
aktivasyonlarinin (endonukleaz gibi) artigi sonucu veya membran hasari sonucu veya
proteinlerin hatali katlanmasi sonucu DNA hasari yapmis olabilir (Kumar vd 2013). Bu
durum ayrica n sayisinin azhgindan veya calismamizda uygulanan dozlardan
kaynaklanabilir.

Beklentimiz  uygulanan  antioksidanlarin  TAS  duzeylerini  arttiracagi
yonundeyken bulgularimiz bu yonde degildir. Literatirde a-Tokoferolln, superoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz gibi endojen antioksidanlarin ekpresyonunu arttirdigi
bildirilmistir (Guney vd 2011, Tahan 2011, Yilmaz 2012). Squier ve arkadaslari,
hicrelerin oksidatif stresi yenebilmek igin slperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz Urettigi ve oksidatif strese karsi koruyucu rol oynayan C ve E vitaminlerinin,
organizmaya spesifik savunma mekanizmalarn gelistirmesinde yardimci oldugu
bildirilmistir  (Squier vd 2001). Bizim sonuglarimizin literatlirle  paralellik
gbstermemesinin nedeni uygulanan doza, hicre tipine bagh olabilir.

Liu vd (2007) tarafindan mitojen tarafindan aktive edilen protein kinaz (MAPK)

yolaginin, gesitli hlicre disi uyaranlara karsi hiicresel yaniti koordine ettigi ve ¢gogalma,
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strese kargl cevap, apoptoz, ve bagisiklik gibi hucresel sidrecglerde énemli rol
oynadiklari bildirilmigtir.  lles ve arkadaslarinin bildirdigine goére (2005) MAPK
aktivasyonu, ayni zamanda HO-1 de dahil olmak Uzere pek ¢ok gen ve proteinlerin
ekspresyonunu dizenler. Liu ve arkadaslarina gére (2007) MAPK 'ler, ¢esitli hlicre disi
uyaranlara yanit olarak aktive olan ve hlcre yuzeyinden gekirdege dogru olan sinyalin
iletimine aracilik eden bir grup serin/treonin protein kinazlardir. MAPK ailesinin ERK1/2,
JNK ve p38 MAPK olmak Uzere Ug¢ blylk alt grubu tespit edilmistir Elbirt ve arkadaslari
(1998) MAPK vyolaklarinin HO-1 gen ekspresyonunu dizenleyici rol oynadigini
bildirmistir. Bir calismada hidrojen peroksitin indikledigi hicre 6lumine karsi Rhus
verniciflua bitkisinden elde edilen buteinin, JNK yolagi araciidiyla dizenlenen HO-1
ekspresyonunu arttirarak reaktif oksijen tirleri Uretimini ve sitotoksisiteyi bloke ettigi
bildiriimistir. Ayrica butein tedavisinin nikleer faktor-E2-iliskili faktér 2 (Nrf2)'nin
akumulasyonunu sagladigi ve antioksidan cevap elementlerinin promoter aktivitesini
arttirdidi bildirilmistir (Lee vd 2013).

Min ve arkadaslari (2008) HDPC’de, oksidatif strese karsi pulpa hucrelerini
koruyan hem oksijenaz-1 (HO-1)in, hidrojen peroksit varliginda ekspresyonunun
arttigin1 ve ayrica HO-1 yolagi ile baglantili olarak Dentin Sialofosfoprotein (DSPP)
ekspresyonunun da arttigini goésterdiler. Lee YH ve arkadaslan (2013) tarafindan,
yakin zamanda tanimlanan c¢ekirdek reseptdr sUper ailesinin Gyesi olan peroksizom
proliferatér-aktive reseptér gamanin (PPARg) da hidrojen peroksite karsi HDPC'de
sitoprotektif etkisi oldugu bildirildi. HDPC’ye toksik dozda hidrojen peroksit
uygulandiginda PPARg ekspresyonunun artmasiyla dentin mineralizasyonunda artis
bildirilmistir. Bunun sonucunda HO-1 ve PPARQg'In, oksidatif strese karsi insan pulpa
hicrelerinde dentinogenezisin devamliliginda rol oynadidi bildirilmistir (Soares vd
2015). HDPC lerde in vitro uzun sure HP’e maruziyetten sonra gorulen yogun oksidatif
stres sonucu DSPP ve DMP-1’in mRNA ekspresyonunun azaldidi ve sonucunda
mineralize matriks depozisyonunun bozuldugu bildirilmigtir (Lee YH vd 2013). Tam
aksine; Min (2008), Matsui ve arkadaslari (2009) tarafindan HDPC hucrelerinde
odontoblast markirlarinin aktivitesi ve ekspresyonunun, dusik konsantrasyondaki
HP’de arttigi bildirilmistir. Toksik olmayan konsantrasyonlarda HP ile maruziyet sonucu
ALP aktivitesinde ve DSPP, OPN (osteopontin) ve OCN (osteocalcin) ekspresyonunda
artis sonucu kalsifiye nodul depozisyonunda artig bildirilmistir (Soares vd 2013).

Dis beyazlatma sirasinda uygulanan hidrojen peroksit sonucu DPSC’'de
enflamatuar yanitin olusup olusmadigini ve enflamatuar yanit varsa antioksidanlarin
etkilerini gézlemlemek amaciyla TNFa ve IL-6 duzeyleri incelenmigtir. Gruplar ve
degisik zamanlardaki duzeyleri degerlendirildiginde TNFa ve IL-6 seviyeleri degiskenlik

gOstermekle beraber aralarinda bu parametreler agisindan anlamli fark gézlenmemisgtir.
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Wu vd, toksik konsantrasyondaki HP’in nekroz ve apopitoza kaspaz-9 yolagi ile neden
olup hicre canlihdini azalttigini bildirmiglerdir (Wu vd 2013). Cooper ve arkadaslari
tarafindan (2014) HP etkisi ile hucrelerin 6lmesi sonucu in vivo olarak yogun hasar
g0Ozlendigi ve lizozomal enzimler gibi hucresel komponentlerde artis, komsu hlcrelerde
hasar, antienflamatuvar doku reaksiyonlarinin tetiklendigi bildirilmistir. insan ve
siganlarda, %35 gibi yuksek konsantrasyonlardaki HP ile yapilan in vivo ¢alismalarda
pulpal enflamasyonla iliskili lokal doku nekrozu gésterildi (Costa vd 2010, Cintra vd
2014). Dis beyazlaticilarin neden oldugu oksidatif stres sonucu gézlenen pulpal
enflamasyon, beyazlaticinin konsantrasyonu ve uygulama suresi arttikga artar, mine
dentin kalinligi arttikga azalir (Costa vd 2010). HDPC hicrelerinde, %35 HP ile 45 dk
beyazlatma, hizli ve etkili beyazlatma sagladidi gibi pulpa hicrelerinde glcli oksidatif
stres sonucu yogun hicre 6lumune sebep olmaktadir. %35 HP ile 5 dk’lik beyazlatma
ya da dusuk konsantrasyondaki %17,5 HPyi 45, 15, 5 dk’lik surelerde uygulamanin
kademeli beyazlatma sagladidi gibi pulpa hucrelerine sitotoksisiteyi azalttigi
bildirilmistir (Soares vd 2014). %17,5 konsantrasyonda HP uygulanan HDPC’de, HP
uygulanmayan kontrol hdcrelerine oranla, IL-6, TNF-a, COX-2, ve IL-1b
ekspresyonunda artis bildirildi. Sousa (2014), Jeong (2010), Ohkura ve arkadaslari
tarafindan (2014) COX-2 geni tarafindan sentezlenen proenflamatuvar medyatdrlerden
Prostaglandin E2, pulpa dokusunda enflamasyonu ve hasari hizlandirdigi bildirilmistir.
Roderjan (2014), Horst (2011), Kim (2013), Asgary (2014), Diomede ve arkadaslari
(2014) pulpa, bakteri ve dental materyaller ile karsilagsinca bagisiklik sistemi htcreleri
ve pulpa dokusunun yapisal hiicreleri olan odontoblastlar, fibroblastlar, mezensimal
kok hdcreleri tarafindan IL-1a, IL-1b, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-8, and IL-10 salgilandigi
bildirilmistir. Yazid (2014), Durutlirk ve arkadaglar (2013), bu molekullerin lenfositler,
makrofajlar, nétrofiller igcin dizenleyici olup enflamatuar reaksiyonlari aktive ettiklerini
bildirmiglerdir. Bu reaksiyonlar sonucunda metalloproteinazlar gibi proteolitik enzimler
salgilanmasi ile ekstra selliler matriks bilesenlerinin bozuldugu bildirilmigtir (Cooper
2010, Sato 2013, Soares vd 2015). in vivo olarak yapilan bir caligmada geng insan
premolar diglerine %35 HP uygulanmasiyla protein matriksin bozulmasinda rol
oynayan metalloproteinaz ve sistein katepsin B aktivitelerinin arttigi bildiriimis (Sato vd
2013). Spoto (2001), Min (2006), Silva (2009), Alongi (2010), Wu (2013), Diomede ve
arkadaslari tarafindan (2014) enflamatuar sitokinlerin pulpada dejeneratif ya da
rejeneratif olmasinin konsantrasyonlarina bagh oldugu bildiriimigtir (Soares vd 2015).
Enflamatuar sitokinlerin (medyatdrler) dozu ve temas siresi ile odontoblastik

diferansiyasyon arasinda ince denge oldugunu bildirmiglerdir (Cooper vd 2014).

Zhu ve arkadaslari (2012), HP’nin sitotoksik etkilerinin hicre tipine gore farklilik

gosterdigini bildirmistir. 0,5mmol/L HP’nin, primer hicre kulturinde, insan gingival
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fibroblastlarinin (HGF) ve L929 fare fibroblast hicrelerinin canlihd1 Gzerinde etkisi
olmadigini ancak HDPC ve MC3TC-E1 preosteoblast hicrelerinin canliigini %100
azalttigini goéstermiglerdir. Min ve arkadaslari (2008), 0,5mM HP ile 1 saat muamele
edilen HDPC hucrelerinin canlihginda %65 azalma oldugunu bildirmiglerdir. Ayni
konsantrasyondaki HP ile 24 saat muamele edilen MDPC-23 hucrelerinin canlihginda
%35 azalma oldugu bildiriimistir (Lee vd 2006). %35 HP konsantrasyonu olan dis
beyazlatici ajanlarin 1 saat uygulanmasi ile mine dentini asarak MDPC 23 hiicrelerinin
canliiginda %50-60 oraninda azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Soares vd 2014).
Calismamizda DPSC’ye 2 ug/ml HP uygulanmasi sonucunda XTT ile hicre canliligi
degerlendirildiginde uygulamadan 24 saat sonra hucrelerin yaklasik %73’l, 48 saat
sonra %52’si ve 72 saat sonra %901 canliliklarini korumaktaydi. 6 pg/ml HP
uygulanmasi sonucunda XTT ile hiucre canliidi degerlendirildiginde uygulamadan 24
saat sonra hicrelerin yaklasik %65’i, 48 saat sonra %49'u ve 72 saat sonra %78’i
canliydi. Bulgularimiz literatir ile paralel olarak doz artigi ile birlikte hicre canlihiginin
azaldigini hatta HP’e maruziyet slresi arttikca da hicre canlihdinin azaldigini
gostermektedir. Dikkat ¢ceken nokta ise hem 2 pg/ml hem de 6 pg/ml uygulanan
gruplarda 72 saat sonra gozlenen hiicre canlihgindaki artistir. Elde edilen bu sonuca
gbre 72. saatte hicrelerin tamir mekanizmasi etkisini gdsterip hiicre canhliginda artisa
neden olmus olabilir. Bu konunun aydinlatiimasi igin daha ileri ¢galismalara gereksinim

vardir.
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6. SONUGLAR

1. Gahismamizin sonugclarini degerlendirdigimizde bas uzunlugundaki azalma
yuksek dozdaki HP’in neden oldugu genotoksisite sonucu olmustur. Ancak E

vitamini ve CM’nin bunu duzeltmede katki sagladigini sdyleyemeyiz.

2. Gruplarin bas yodunlugu sadece 48. saatte dediskenlik gostermekle beraber

diger tim gruplarda kontrole gore anlamli olarak azalmistir.

3. Calismamizda kuyruk uzunlugu HP’in genotoksik etkisi sonucu 2HP ve 6HP
gruplarinda anlamli olarak artmaktadir. Sadece 6HP’nin 48. saatinde anlamli
olarak dusmektedir. Ancak 6HP grubunun 48. saatteki kuyruk uzunlugundaki

azalmanin nedeni konusunda baska galismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

4. E vitamini ve CM uygulanan gruplarin 0, 24, 72 saatte dlgulen kuyruk uzunlugu
HP uygulanan gruplara gbére anlamli olarak azalmistir, kontrolle benzerlik
gOstermektedir. Bu olumlu etkisi bazi saatlerde kontrole gére daha iyi olmustur.
E6HP ve CMG6HP gruplarinin 48 saat sonra Olgulen kuyruk uzunlugu

ortalamalari beklenenin tersine 6HP’den anlamli olarak fazladir.

5. Galismamizda kuyruk yogunlugu ortalamalari, 2HP ve 6HP gruplarinda, dlgllen
tum zamanlarda kontrole gore anlamli olarak artmakla beraber; hemen yapilan
Olgimlerde 6HP grubunun ortalamasi 2HP grubundan bile anlamli olarak
artmistir. Bulgularimiz literatdr ile paralel olup HP’in genotoksik etkisi oldugunu
ve bu etki hemen degerlendirildiginde doz artigiyla beraber arttig

gbzlemlenmigtir.

6. E vitamini gruplarinda kuyruk yogunlugu kontrole gére artmistir ancak sadece
HP verilen gruplara goére kuyruk yogunluklari azalmigtir. E vitamininin

genotoksisite Uzerindeki baskilayici etkisi gosterilmigtir.

7. CM ugucu yaginin olumlu etkisini 2HP grubunda gdérmekle beraber 6HP
grubunda daha iyi ortaya ¢cikmaktadir. Yuksek dozdaki HP ile muamele edilen
DPSC’lerde slre gegtikce kuyruk yogunlugundaki azalmanin CM’nin hasar
onarici etkisinin zamanla daha iyi ortaya c¢iktigini distndirmektedir. Bunun

aydinlatiimasi igin ileri calismalara gereksinim vardir.
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Calismamizda sadece hidrojen peroksit uygulanan gruplarda tim zamanlarda
Olcilen kuyruk momenti kontrole gére anlamli olarak artmigtir. Hatta hemen
yapilan Olgimlerde 6HP grubunun kuyruk momentinin 2HP grubuna goére
anlaml olarak yuksektir bu da literatir ile paralel olup dis beyazlatici Grlnlerin
konsantrasyonu arttikga DNA kiriklarinin da arttigi gosterilmistir. Bu iki grup
arasinda diger zamanlar agisindan anlamh fark yoktur. Bu iki grup arasindaki
farkin akut dénemde daha bulylk ve anlamli olmasi yiksek dozda akut

dénemde hcrelerde daha hizli hasar gelisiyor olabilir diye distnuldd.

Calismamizda bazilari anlamli olmakla beraber tim zamanlarda E vitamini ve
CM uygulanan gruplarda kuyruk momenti ortalamasi sadece HP uygulananlara
gore azalmigtir. Sonugta E vitamini ve CM uygulamanin DNA hasarina karsi

koruyucu etkisinin oldugu dusunulda.

Calismamizda HP etkisiyle gorilen kuyruk migrasyonundaki artis, HP’in

DPSC’ye genotoksik oldugunu géstermektedir.

Genel olarak kuyruk migrasyonundaki azalma E vitamini ve CMnin
genotoksisiteyi azaltici yondeki etkisini gdstermektedir. Bizim bulgularimiz

literatlUrle paralellik gostermektedir.

Calismamizda higbir grubun TOS, TAS ve OSI degerleri arasinda anlamh fark
goriulmemistir. Beklentimiz HP diizeylerinin TOS'u arttiracagi yondeyken ancak
bulgularimiz bu ybénde degildir. Bunun bir nedeni kok hucrenin direngli
olmasindan dolayr TOS dlgebilecedimiz dizeyde artmamis olabilir. Bunun

aydinlatiimasi igin ileri calismalara gereksinim vardir.

Beklentimiz  uygulanan antioksidanlarin  TAS  duzeylerini  arttiracagi
yoéniuindeyken bulgularimiz bu yénde degildir. Bu durum daha ileri ¢galismalar ile

acikliga kavusturulabilir.

Gruplar ve degisik zamanlardaki duzeyleri degerlendirildiginde TNFa ve IL-6
seviyeleri degiskenlik gostermekle beraber aralarinda bu parametreler

acisindan anlaml fark gézlenmemistir.

XTT ile hdcre canhligi degerlendirildiinde uygulamadan 24 saat sonra
hicrelerin yaklasik %65’i, 48 saat sonra %49’'u ve 72 saat sonra %78’i canliydi.
Dikkat ¢ceken nokta ise 72 saat sonra gbzlenen hicre canliigindaki artistir. Bu

konunun aydinlatilmasi igin daha ileri calismalara gereksinim vardir.
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Sonug olarak galismamiz dis beyazlatici olarak kullanilan HP’in hiicrelere zarar
verdigini DNA hasarina yol actigini, E vit ve CM bitkisinin bu hasar azathgini
goOstermektedir. Bu olaylarin mekanizmalari ¢ok agik olmasa da dis beyazlaticilarin

kullaniimasinda dikkatli olunmasi gerektigini sonuglarimiz vurgulamaktadir.
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